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Digita´ln´ı holograficka´ mikroskopie je interferencˇn´ı zobrazovac´ı metoda vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı principu
mimoosove´ obrazove´ holografie. Z principu te´to metody vyply´va´ mozˇnost rekonstruovat
z vy´stupn´ıho signa´lu mikroskopu jak obrazovou amplitudu, tak i obrazovou fa´zi, a to
prakticky v rea´lne´m cˇase. Tato dveˇ zobrazen´ı lze z´ıskat z jedine´ho obrazove´ho hologramu.
Rychlost zpracova´n´ı obrazove´ho hologramu je omezena rychlost´ı detekce a vy´konem vy´po-
cˇetn´ı techniky.
Tato diplomova´ pra´ce se zaby´va´ vy´vojem obsluzˇne´ho softwaru pro komunikaci se
sn´ımac´ı kamerou a pro zpracova´n´ı obrazove´ho hologramu. C´ılem bylo dosa´hnout co nejvysˇ-
sˇ´ı pocˇet rekonstrukc´ı komplexn´ı amplitudy provedeny´ch za jednotku cˇasu a dosa´hnout
takovy´ch vy´sledk˚u, aby software vyuzˇil maxima´lneˇ mozˇnosti datove´ho prˇenosu mezi ka-
merou a pocˇ´ıtacˇem.
Da´le se tato pra´ce zaby´va´ stabilizac´ı polohy opticke´ho stolku reflexn´ıho digita´ln´ıho ho-
lograficke´ho mikroskopu, ktera´ je v principu zalozˇena na zpracova´n´ı rekonstruovane´ obra-
zove´ fa´ze a na zaveden´ı zpeˇtne´ vazby mezi obrazovou fa´z´ı a piezoelektricky´m aktua´torem
opticke´ho stolku. V pra´ci jsou prezentova´ny vy´sledky meˇrˇen´ı potvrzuj´ıc´ı funkcˇnost stabi-
lizace.
Summary
Digital holographic microscopy is an interferometric imaging technique, the principle of
which is the off-axis image plane holography. The principle of this technique enables to
reconstruct both the image intensity and the image phase from the output interference
signal. The reconstruction can be carried out on the basis of a single image plane holo-
gram. This leads to the possibility of a realtime image reconstruction. The speed of the
reconstruction depends on the detection and the computing process.
The aim of this diploma thesis is to develop user software for the control of the de-
tection camera and for the image plane hologram reconstruction. The effort was to achieve
the highest number of image reconstructions per time unit, with the maximum utilization
of the data transfer between the camera and the computer.
The next aim of this thesis is the stabilization of the optical table position. The
method of stabilization is based on the image phase information, which is used for the
control loop feedback between reconstructed image phase and the piezoelectric actuator
placed inside of the optical table. Experimental results, which prove the functionality of
the stabilization, are presented.
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Ve sve´ diplomove´ pra´ci jsem se zaby´val vy´vojem softwaru urcˇene´ho pro rˇ´ızen´ı a stabili-
zaci opticke´ho stolku reflexn´ıho digita´ln´ıho holograficke´ho mikroskopu (da´le jen RDHM).
V principu je RDHM dvousvazkovy´ interferometr Linnikova typu s nekoherentn´ım plosˇny´m
zdrojem sveˇtla a difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇkou jako deˇlicˇem svazku. Ve vy´stupn´ı rovineˇ tohoto mi-
kroskopu vznika´ interferencˇn´ı obrazec (hologram), jehozˇ zpracova´n´ım z´ıska´va´me, na-
rozd´ıl od beˇzˇny´ch mikroskop˚u, informaci nejen o obrazove´ amplitudeˇ, ale take´ o ob-
razove´ fa´zi. Z´ıskana´ fa´zova´ mapa obrazu citliveˇ za´vis´ı na vy´sˇce sledovane´ho bodu na
povrchu vzorku a jej´ım prˇevodem na mapu vy´sˇek mu˚zˇeme z´ıskat informaci o poloze sledo-
vane´ho bodu vzorku s vy´sˇkovy´m rozliˇsen´ım rˇa´doveˇ v nanometrech. Mu˚zˇeme tak prove´st
3D rekonstrukci zkoumane´ho vzorku, a to jen z jednoho sn´ımku hologramu. V diplo-
move´ pra´ci jsem se prˇedevsˇ´ım veˇnoval vy´voji obsluzˇne´ho softwaru, konkre´tneˇ pak komu-
nikaci se sn´ımac´ı kamerou a podporˇe zpracova´n´ı hologramu na v´ıceja´drovy´ch pocˇ´ıtacˇ´ıch.
K mysˇlence vyuzˇit´ı v´ıceja´drovy´ch pocˇ´ıtacˇ˚u meˇ vedla vysoka´ na´rocˇnost rychle´ Fourierovy
transformace na vy´pocˇetn´ı vy´kon procesoru pocˇ´ıtacˇe a za´rovenˇ snaha o co nejvysˇsˇ´ı pocˇet
rekonstrukc´ı komplexn´ı amplitudy provedeny´ch za jednotku cˇasu. Snahou bylo dosa´hnout
takovy´ch vy´sledk˚u, aby software vyuzˇil maxima´lneˇ mozˇnosti datove´ho prˇenosu mezi kame-
rou a pocˇ´ıtacˇem, cozˇ by vedlo k mozˇnosti prakticke´ho pouzˇit´ı mikroskopu prˇi sledova´n´ı
a zobrazova´n´ı rychly´ch deˇj˚u a s t´ım spojene´ mozˇnosti serˇizovat mikroskop na za´kladeˇ
okamzˇite´ rekonstrukce obrazove´ amplitudy a obrazove´ fa´ze.
Konecˇny´m c´ılem te´to pra´ce bylo zaveden´ı zpeˇtne´ vazby mezi rekonstruovanou ob-
razovou fa´zi a piezoelektricky´ posuv opticke´ho stolku mikroskopu. Vy´sledkem meˇla by´t
stabilizace polohy opticke´ho stolku ve smeˇru opticke´ osy mikroskopu a kontrolovany´ posuv
stolku.
V druhe´ kapitole se veˇnuji popisu funkce, usporˇa´da´n´ı a vlastnostem RDHM.
Trˇet´ı kapitola diplomove´ pra´ce je veˇnova´na opticke´mu stolku ovla´dane´mu pomoc´ı
piezoelektricke´ho aktua´toru. Zde je uveden i konkre´tn´ı typ pouzˇite´ho akcˇn´ıho cˇlenu, jeho
katalogova´ charakteristika, parametry a take´ popis rˇ´ıd´ıc´ı jednotky.
Cˇtvrta´ kapitola popisuje techniku sn´ıma´n´ı interferencˇn´ıho obrazce. Nejprve zminˇuji,
jaky´mi zp˚usoby se obraz sn´ımal drˇ´ıve, poukazuji na jich nevy´hody a na´sledneˇ rozeb´ıra´m
soucˇasny´ zp˚usobu sn´ıma´n´ı hologramu. V za´veˇru pak rozepisuji parametry pouzˇite´ kamery
vcˇetneˇ seznamu ovla´dac´ıch funkc´ı urcˇeny´ch pro jazyk C.
V pa´te´ kapitole zminˇuji za´kladn´ı typy regula´tor˚u a na´sledneˇ prˇecha´z´ım k popisu
diskre´tn´ıho PID (Proportional Integral Derivative ) regula´toru, ktery´ byl proveden jako
soucˇa´st softwaru pro RDHM.
4 KAPITOLA 1. U´VOD
Sˇesta´ kapitola prezentuje jednotlive´ vy´sledky experiment˚u provedene´ na RDHM za
pomoci obsluzˇne´ho softwaru. V za´veˇru je pak proka´za´na funkcˇnost stabilizace opticke´ho
stolku pomoc´ı numericke´ho regula´toru PID.
Sedma´ kapitola se veˇnuje detailn´ımu popisu obsluzˇne´ho programu a pouzˇity´ch kniho-
ven spolecˇneˇ s vysveˇtlen´ım jejich vy´znamu.
V osme´ kapitole je uveden na´vrh konstrukcˇn´ı u´pravy osveˇtlovac´ı cˇa´sti mikroskopu
a jsou zde zmı´neˇny d˚uvody, ktere´ meˇ k te´to u´praveˇ vedly.




Reflexn´ı digita´ln´ı holograficky´ mikroskop (RDHM) umozˇnˇuje hloubkoveˇ diskriminovane´
zobrazen´ı vzorku, podobneˇ jako je tomu u konfoka´ln´ı mikroskopie. Vytva´rˇen´ı obrazu je
vsˇak u RDHM zalozˇeno na principu mimoosove´ obrazove´ holografie s nekoherentn´ım zdro-
jem sveˇtla. Cela´ cˇa´st vzorku v zorne´m poli objektivu je zobrazova´na v rea´lne´m cˇase,
a proto sche´ma mikroskopu nevyzˇaduje rastrovac´ı soustavu.
2.1 Sche´ma mikroskopu a popis jeho funkce
Celou sestavu mikroskopu lze v principu rozdeˇlit na trˇi za´kladn´ı cˇa´sti: osveˇtlovac´ı sou-
stavu, ja´dro mikroskopu a detekcˇn´ı cˇa´st. Opticke´ sche´ma mikroskopu je prima´rneˇ navrzˇeno
pro vlnovou de´lku λ = 547 nm. Jako sveˇtelny´ zdroj nejcˇasteˇji pouzˇ´ıva´me halogenovou
zˇa´rovku OSRAM 100W v kombinaci s interferencˇn´ım filtrem s maximem propustnosti
na vlnove´ de´lce 546,6 nm a polosˇ´ıˇrkou maxima 11 nm. Acˇkoliv je mikroskop navrzˇen pro
vlnovou de´lku 547 nm, je mozˇno pouzˇ´ıt i zdroje sveˇtla s jinou vlnovou de´lkou v rozsahu
spektra´ln´ı propustnosti opticke´ soustavy mikroskopu. V prˇ´ıpadeˇ pouzˇit´ı laserove´ diody
jako zdroje sveˇtla, je nutne´, aby svazek procha´zel soustavou pevne´ a rotuj´ıc´ı matnice,
cˇ´ımzˇ dojde ke sn´ızˇen´ı koherencˇn´ı de´lky laserove´ho svazku. Body matnice se pak chovaj´ı
jako kvazimonochromaticke´ vza´jemneˇ nekoherentn´ı sveˇtelne´ zdroje.
Ja´dro mikroskopu je v podstateˇ dvousvazkovy´m interferometrem (viz obra´zek 2.1.1).
Je tvorˇeno fa´zovou bina´rn´ı difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇkou DM s hustotou 150 cˇar/mm, dveˇma zrcadly
Z1, Z2, dveˇma deˇlicˇi svazku DS1 a DS2, dvojic´ı ekvivalentn´ıch achromaticky´ch mikro-
skopovy´ch objektiv˚u O1 a O2 se zveˇtsˇen´ım 10× a numerickou aperturou NA = 0,25
a referencˇn´ım zrcadlem RZ. Plosˇny´ zdroj je zobrazen do ohniskovy´ch rovin obou mikro-
skopovy´ch objektiv˚u, cˇ´ımzˇ je zavedeno Ko¨hlerovo osveˇtlen´ı vzorku i referencˇn´ıho zrcadla.
Sveˇtelna´ vlna z osveˇtlovacˇe S dopada´ na difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇku, kde se deˇl´ı na jednotlive´
difrakcˇn´ı rˇa´dy. U´hel, ktery´ sv´ıraj´ı 1. a -1. difrakcˇn´ı rˇa´d pro vlnovou de´lku λ = 547 nm
je β = 9,4◦. Zrcadla Z1 a Z2 smeˇrˇuj´ı pra´veˇ 1. a -1. difrakcˇn´ı rˇa´d do prˇedmeˇtove´ a referencˇn´ı
veˇtve mikroskopu. Pouzˇit´ım 1. a -1. difrakcˇn´ıho rˇa´du se zajist´ı stejna´ intenzita sveˇtla
v obou veˇtv´ıch. Nulty´ difrakcˇn´ı rˇa´d procha´z´ı prostorem mezi teˇmito zrcadly a da´le se ho
nevyuzˇ´ıva´.
Prˇedmeˇtova´ vlna dopada´ na zrcadlo Z1, ktery´m je smeˇrova´na prˇes deˇlicˇ svazku DS1















Obra´zek 2.1.1: Sche´ma mikroskopu.
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do obrazove´ roviny objektivu O1. Po pr˚uchodu objektivem se prˇedmeˇtova´ vlna odra´zˇ´ı od
vzorku zpeˇt. Znovu procha´z´ı objektivem O1 a deˇlicˇem svazku DS1 do vy´stupn´ı (obrazove´)
roviny VR mikroskopu.
Referencˇn´ı vlna je, podobneˇ jako vlna prˇedmeˇtova´ smeˇrˇova´na zrcadlem Z2 a po pr˚uchodu
deˇlicˇem svazku DS2 je objektivem O2 soustrˇedeˇna na referencˇn´ı zrcadlo RZ, ktery´m je
odrazˇena zpeˇt a po dopadu na deˇlicˇ svazku DS2 je rovneˇzˇ tato vlna smeˇrˇova´na do vy´stupn´ı
roviny VR mikroskopu.
Obeˇ vlny vznikle´ za difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇkou procha´zej´ı opticky´mi prvky se shodny´mi para-
metry a uraz´ı stejnou optickou dra´hu. Rozd´ıl mezi nimi je pouze v tom, zˇe v prˇedmeˇtove´
veˇtvi je mı´sto zrcadla vzorek. Ve vy´stupn´ı rovineˇ VR tedy docha´z´ı k jejich interferenci. In-
terferencˇn´ı podmı´nka je vsˇak splneˇna pouze pro sveˇtlo, ktere´ vycha´z´ı z oblasti vzorku lezˇ´ıc´ı
v teˇsne´m okol´ı prˇedmeˇtove´ roviny objektivu O1. Z tohoto d˚uvodu vznika´ v prˇedmeˇtove´
rovineˇ objektivu O3 (10×/NA= 0,3) obrazovy´ hologram rˇezu vzorku prˇedmeˇtovou rovi-
nou objektivu O1. Vzhledem k tomu, zˇe je vzorek prˇipevneˇn na stolku, ktery´ je opatrˇen
mikrometricky´m posuvem a da´ se j´ım tak posouvat ve smeˇru opticke´ osy, lze prova´deˇt
rˇezy vzorkem v r˚uzny´ch poloha´ch (hloubka´ch) na opticke´ ose.
Obrazovy´ hologram je nutne´ zaznamenat, proto je s vy´stupn´ı rovinou VR ztotozˇneˇna
prˇedmeˇtova´ rovina objektivu O3, ktery´ hologram zobrazuje na cˇip CCD kamery (viz ka-
pitola 4 tabulka 4.2). Obraz se zaznamena´ a je da´le pocˇ´ıtacˇoveˇ zpracova´va´n.
2.2 Tvorba obrazu a jeho zpracova´n´ı
Sn´ımek porˇ´ızeny´ CCD kamerou je obrazovy´m hologramem rˇezu vzorku prˇedmeˇtovou rovi-
nou objektivu. Je tedy tvorˇen soustavou jemny´ch rovnobeˇzˇny´ch interferencˇn´ıch prouzˇk˚u,
jejichzˇ kontrast odpov´ıda´ amplitudeˇ zobrazen´ı opticke´ho rˇezu.
Na sn´ımek je aplikova´na dvourozmeˇrna´ rychla´ Fourierova transformace — FFT (Fast
Fourier Transform). Touto procedurou z´ıska´me spektrum prostorovy´ch frekvenc´ı obrazu.
Spektrum je tvorˇeno centra´ln´ım maximem ve tvaru krˇ´ızˇe, ktery´ odpov´ıda´ soucˇtu auto-
korelacˇn´ıch funkc´ı obrazu v referencˇn´ı a v prˇedmeˇtove´ veˇtvi a dveˇma vedlejˇs´ımi maximy
(bud’to v 1. a 3. kvadrantu nebo ve 2. a 4. kvadrantu – podle orientace CCD kamery),
ktera´ jsou tvorˇena spektrem prostorovy´ch frekvenc´ı zobrazen´ı vzorku posunuty´m o nosnou
frekvenci interferencˇn´ıch prouzˇk˚u.
Z cele´ho spektra prostorovy´ch frekvenc´ı je vybra´na pra´veˇ cˇa´st obsahuj´ıc´ı nosnou frek-
venci vcˇetneˇ jej´ıho okol´ı tak, aby vybrana´ oblast byla co nejveˇtsˇ´ı a aby prˇitom nezasahovala
do centra´ln´ıho krˇ´ızˇe. Na tento vy´rˇez se aplikuje inverzn´ı FFT, cˇ´ımzˇ z´ıska´me komplexn´ı
amplitudu zobrazen´ı opticke´ho rˇezu vzorkem. Obrazovou amplitudu lze z´ıskat jako modul
komplexn´ı amplitudy a obrazova´ fa´ze je pak argument. Sche´ma cele´ho procesu zpracova´n´ı
je graficky zna´zorneˇno na obr. 2.2.1. Popsany´m zp˚usobem tedy z´ıska´va´me nejen informaci
nesenou amplitudou vlny, jako je tomu u veˇtsˇiny ostatn´ıch zobrazovac´ıch metod, ale take´
informaci nesenou jej´ı fa´z´ı.
Cely´m vy´sˇe popsany´m zp˚usobem z´ıska´va´me obraz pocha´zej´ıc´ı pouze z bod˚u vzorku,
ktere´ lezˇ´ı v prˇedmeˇtove´ rovineˇ objektivu a jej´ım nejblizˇsˇ´ım okol´ı, tedy informace z rˇezu
vzorku prˇedmeˇtovou rovinou. Zobrazen´ı ma´ tedy shodne´ vlastnosti jako zobrazen´ı v kon-
foka´ln´ım mikroskopu. Teoreticky lze potvrdit, zˇe tomu tak skutecˇneˇ je [1], vy´sledek prak-
ticke´ho oveˇrˇen´ı je uveden v cˇa´sti 6.5 te´to diplomove´ pra´ce. Rekonstruovanou fa´zi mu˚zˇeme
prˇeve´st na mapu vy´sˇek, prˇ´ıpadneˇ prove´st trojrozmeˇrnou rekonstrukci a k tomu na´m stacˇ´ı
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100 um
Obra´zek 2.2.1: Princip zpracova´n´ı obrazu.
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pouze jeden sn´ımek. Pokud se jedna´ o struktury s veˇtsˇ´ım vy´sˇkovy´m rozd´ılem, je nutne´
prove´st rˇezy vzorkem s definovany´m odstupnˇovany´m vy´sˇkovy´m krokem. Mu˚zˇe se jednat
o trojrozmeˇrnou rekonstrukci povrchu odrazny´ch vzork˚u (jako naprˇ. r˚uzny´ch litograficky
prˇipraveny´ch vzork˚u, biologicky´ch objekt˚u, ... ), nebo o trojrozmeˇrnou objemovou rekon-
strukci transparentn´ıch vzork˚u.
2.3 Teorie zobrazen´ı
Sveˇtlo je v kazˇde´m bodeˇ vzorku rozptylova´no do vsˇech smeˇr˚u. Uvazˇujme nejprve paprsky
pocha´zej´ıc´ı z jedine´ho bodu plosˇne´ho zdroje S (viz obra´zek 2.1.1), protozˇe z d˚uvodu pro-
storove´ nekoherence zdroje sveˇtla, pouze ty spolu budou ve vy´stupn´ı rovineˇ interferovat
za vzniku prouzˇk˚u. Jelikozˇ vzda´lenost vy´stupn´ı roviny od ohniskovy´ch rovin mikroobjek-
tivu je velka´ (150 mm) ve srovna´n´ı s velikost´ı sn´ımane´ho pole ve vy´stupn´ı rovineˇ (0,5
mm), mu˚zˇeme prˇedmeˇtovou i referencˇn´ı vlnu aproximovat rovinnou vlnou. Komplexn´ı
amplitudu prˇedmeˇtove´ vlny ve vy´stupn´ı rovineˇ vyja´drˇ´ıme vztahem (teorie je prˇevzata
z [3]):
p(~x) = Cp(~x) exp(iθ) exp[iΦp(~x)] exp[iΦ(δ)] exp(i2pi~f0 · ~x), (2.3.1)
kde ~x = (x1, x2) je polohovy´ vektor ve vy´stupn´ı rovineˇ, Cp(~x) je rea´lna´ amplituda
prˇedmeˇtove´ vlny a θ je fa´ze vlneˇn´ı vycha´zej´ıc´ıho z bodu plosˇne´ho zdroje S. Φp(~x) je
fa´zovy´ posuv, ktery´ prˇedmeˇtova´ vlna odrazˇena´ od prˇedmeˇtove´ roviny z´ıskala pr˚uchodem
prˇedmeˇtovy´m prostorem mikroobjektivu. Φ(δ) je fa´zovy´ posuv prˇedmeˇtove´ vlny zp˚usobeny´
posunut´ım roviny odrazu z prˇedmeˇtove´ roviny mikroobjektivu o vzda´lenost δ a ~f0 je pro-
storova´ frekvence difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇky. Pro referencˇn´ı vlnu mu˚zˇeme psa´t:
r(~x) = Cr(~x) exp(iθ) exp[iΦr(~x)] exp(−i2pi~f0 · ~x), (2.3.2)
kde Cr(~x) je rea´lna´ amplituda referencˇn´ı vlny a Φr(~x) je fa´zovy´ posuv, ktery´ referencˇn´ı
vlna z´ıskala pr˚uchodem prˇedmeˇtovy´m prostorem mikroobjektivu. Protozˇe referencˇn´ı zrca-
dlo z˚usta´va´ v prˇedmeˇtove´ rovineˇ mikroobjektivu (δ = 0), je trˇet´ı fa´zor uvedeny´ v rovnici
(2.3.1) roven jedne´. Posledn´ı fa´zor na prave´ straneˇ rovnic (2.3.1) a (2.3.2) se liˇs´ı pouze
zname´nkem argumentu a uda´va´ fa´zovy´ posuv prˇedmeˇtove´, resp. referencˇn´ı vlny v bodeˇ
~x zp˚usobeny´ sklonem prˇedmeˇtove´, resp. referencˇn´ı veˇtve vzhledem k norma´le vy´stupn´ı
roviny. Protozˇe obeˇ vlny, referencˇn´ı i prˇedmeˇtova´, pocha´zej´ı ze stejne´ho bodu plosˇne´ho
zdroje, jsou vza´jemneˇ koherentn´ı a ve vy´stupn´ı rovineˇ se scˇ´ıtaj´ı v amplitudeˇ. Kamera
sn´ıma´ intenzitu vznikle´ho interferencˇn´ıho obrazce
i(~x) = |p(~x) + r(~x)|2. (2.3.3)
Fourierovsky´mi metodami lze z obrazu vznikle´ho ve vy´stupn´ı rovineˇ mikroskopu rekon-
struovat koherentn´ı amplitudove´ a fa´zove´ zobrazen´ı pozorovane´ho prˇedmeˇtu. Zobrazen´ı
je koherentn´ı jako prˇ´ımy´ d˚usledek linearity Fourierovy transformace. Plat´ı, zˇe Fourierova
transformace soucˇtu je rovna soucˇtu Fourierovy´ch transformac´ı. Obraz ve vy´stupn´ı rovineˇ





Fourierova transformace tohoto soucˇtu je proto rovna soucˇtu Fourierovy´ch transformac´ı
jednotlivy´ch prˇ´ıspeˇvk˚u:












FT{C2K,p(~x) + C2K,r(~x) +
+ CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×
× exp[iΦK(δ)] exp(i4pi~f0 · ~x) +
+ CK,p(~x)CK,r(~x) exp[−i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×
× exp[−iΦK(δ)] exp(−i4pi~f0 · ~x)}.

















× exp[−iΦK(δ)] exp(−i4pi~f0 · ~x)}. (2.3.4)
Ve fourierovske´m prostoru lze od sebe snadno oddeˇlit jednotlive´ scˇ´ıtance, protozˇe mikro-
skop je navrzˇen tak, aby se oblasti nenulovy´ch hodnot teˇchto cˇlen˚u vza´jemneˇ neprˇekry´valy.
Z cele´ho fourierovske´ho prostoru vyb´ıra´me pouze oblast reprezentuj´ıc´ı trˇet´ı cˇlen na prave´
straneˇ rovnice (2.3.4): ∑
K
FT{CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))]×
× exp[iΦK(δ)] exp(i4pi~f0 · ~x)}. (2.3.5)
Protozˇe rea´lna´ amplituda referencˇn´ı vlny CK,r(~x) je konstantn´ı pro vsˇechny body ~x, a take´
pro vsˇechny body K plosˇne´ho zdroje S, mu˚zˇeme cˇlen CK,r(~x) z vy´razu (2.3.5) vytknout,
ωK(~x) = CK,p(~x)CK,r(~x) exp[i(ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x))] exp[iΦK(δ)],
kde ωK(~x) je komplexn´ı amplitudou zobrazen´ı vzorku, ktere´ vznika´ ve vy´stupn´ı rovineˇ
mikroskopu prˇi osveˇtlen´ı bodem K plosˇne´ho zdroje S. Rea´lna´ amplituda vlny ωK(~x) je
rovna CK,p(~x). Fa´ze je da´na rozd´ılem ΦK,p(~x)− ΦK,r(~x) zveˇtsˇeny´m o ΦK(δ).
Vy´raz (2.3.5) uprav´ıme do tvaru:∑
K
FT{ωK(~x) exp(i4pi~f0 · ~x)} =
∑
K
ΩK( ~X − 2~f0), (2.3.6)
kde
ΩK( ~X) = FT{ωK(~x)}. (2.3.7)
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Z prave´ strany rovince (2.3.6) je zrˇejme´, zˇe oblast ve fourierovske´m prostoru, kde vy´raz
(2.3.5) naby´va´ nenulovy´ch hodnot, ma´ strˇed v bodeˇ ~X0 ≡ 2~f0.
Vy´sledna´ komplexn´ı amplituda zobrazen´ı ω(~x) je soucˇtem prˇ´ıspeˇvk˚u ωK(~x) od vsˇech
bod˚u K plosˇne´ho zdroje S. Vyja´drˇ´ıme-li ωK(~x) z rovnice (2.3.6), bude mı´t vy´sledny´ soucˇet
tvar:
ω(~x) =
∫ ∫ ∫ ∑
K
ΩK( ~X − ~X0) exp(i2pi~x · ( ~X − ~X0))d ~X. (2.3.8)
Prˇesuneme-li vybranou oblast tak, aby jej´ı strˇed lezˇel v bodeˇ ~X0 = ~0, bude prava´ strana
rovnice (2.3.8) prˇ´ımo vyjadrˇovat inverzn´ı FT soucˇtu vy´razu (2.3.7).
2.4 Shrnut´ı
Nejveˇtsˇ´ı vy´hodou digita´ln´ıho holograficke´ho mikroskopu s n´ızkokoherentn´ım osveˇtlen´ım
je bezesporu skutecˇnost, zˇe intenzita zobrazen´ı ma´ hloubkoveˇ diskriminovany´ charakter.
Zobrazen´ı tak nen´ı rusˇeno sveˇtlem rozpty´leny´m cˇa´stmi vzorku, jezˇ nelezˇ´ı v prˇedmeˇtove´
rovineˇ. Na za´kladeˇ hloubkoveˇ diskriminovane´ intenzity lze vytva´rˇet nedestruktivn´ı opticke´
rˇezy vzorkem, z cˇehozˇ plyne, zˇe se daj´ı zobrazovat i cˇa´sti zˇivy´ch tka´n´ı. Cele´ zorne´ pole
vzorku lze pozorovat ve stejne´m cˇase, bez nutnosti rastrovat. Rychlost zobrazen´ı obra-
zove´ amplitudy a obrazove´ fa´ze neza´vis´ı na zˇa´dne´ konstrukcˇn´ı cˇa´sti mikroskopu, je ome-
zena rychlost´ı sn´ıma´n´ı a na´sledne´ pocˇ´ıtacˇove´ rekonstrukce. Na modern´ıch v´ıceja´drovy´ch
pocˇ´ıtacˇ´ıch je rekonstruovany´ obraz k dispozici te´meˇrˇ v rea´lne´m cˇase. Rekonstruovanou
komplexn´ı amplitudu lze vyuzˇ´ıt pro dalˇs´ı numericka´ zpracova´n´ı. Nevy´hodou je, zˇe prˇi
pr˚uchodu sveˇtla vzorkem nesmı´ doj´ıt ke zhorsˇen´ı jeho koherence. To se deˇje naprˇ. prˇi pozo-
rova´n´ı disperzn´ıch vzorku v polychromaticke´m sveˇtle, kdy docha´z´ı k r˚uzny´m fa´zovy´m po-
suv˚um pro r˚uzne´ vlnove´ de´lky, a proto se mus´ı pouzˇ´ıvat kvazimonochromaticke´ osveˇtlen´ı.
Tato nevy´hoda je d˚usledkem toho, zˇe cely´ proces zobrazen´ı je interferencˇn´ıho charakteru.





Pod pojmem piezo-posuv rozumı´me klasicky´ posuv nav´ıc vybaveny´ kromeˇ beˇzˇne´ho mik-
rometricke´ho sˇroubu jesˇteˇ ovla´da´n´ım posuvu v jednom nebo v´ıce smeˇrech pomoc´ı zabudo-
vane´ho piezoelektricke´ho aktua´toru. Elementa´rn´ı cˇa´st´ı piezoelektricky´ch aktua´tor˚u jsou
tzv. piezo-krystaly. Krystal se rozp´ına´ prˇ´ıpadneˇ zkracuje podle napeˇt´ı, ktere´ je prˇivedene´
na jeho elektrody. Tento jev se obecneˇ nazy´va´ elektrostrikce a je opacˇny´ k piezoelek-
tricke´mu jevu. Vu˚bec prvn´ı akcˇn´ı cˇlen zalozˇeny´ na elektrostrikci vytvorˇil uzˇ roku 1922
Paul Langevin. Jeho rˇesˇen´ı meˇlo nevy´hodu v prˇ´ıliˇs vysoke´m ovla´dac´ım napeˇt´ı (azˇ 1500 V)
a v male´m rozsahu posuvu. Ke skutecˇne´mu rozvoji dosˇlo teprve po objeven´ı PZT (Polari-
zed Lead Zirkonate-Titanate) keramik v 60. letech minule´ho stolet´ı. Pro PZT keramiku se
nejcˇasteˇji pouzˇ´ıva´ pracovn´ı napeˇt´ı do 150 V. Prvn´ı posuv konstruovany´ na ba´zi v´ıcevrstve´
PZT keramiky byl navrzˇen v roce 1988.
Tyto keramicke´ materia´ly nejsou ze sve´ podstaty piezoelektricke´. Tuto vlastnost z´ıska´-
vaj´ı u´pravou, prˇi ktere´ se materia´l ohrˇ´ıva´ na tzv. Curieho teplotu. V tomto stavu se na
urcˇity´ cˇas vlozˇ´ı do silne´ho elektricke´ho pole. Po pomale´m ochlazen´ı pak takto upraveny´
materia´l z´ıska´va´ piezoelektricke´ vlastnosti. Nad Curieho teplotou materia´l ztra´c´ı svoje
piezoelektricke´ vlastnosti, a proto provozn´ı teplota mus´ı lezˇet hluboko pod touto hranic´ı.
Piezoelektricke´ materia´ly maj´ı sˇiroke´ vyuzˇit´ı v r˚uzny´ch oblastech jako senzory tlaku,
oscila´tory, detektory zvuku, genera´tory ultrazvuku, genera´tory kra´tkodoby´ch vy´boj˚u a v ne-
posledn´ı rˇadeˇ i jako mikroaktua´tory pro manipulaci s velmi jemny´mi posuvy.
3.1 Piezoelektricky´ aktua´tor AE0505D16
Soucˇa´st´ı RDHM je manipulacˇn´ı stolek osazeny´ piezoelektricky´m aktua´torem AE0505D16
japonske´ spolecˇnosti NEC/TOKIN. Usporˇa´da´n´ı stolku je provedeno tak, zˇe je pomoc´ı
manua´ln´ıch mikrometricky´ch sˇroub˚u mozˇne´ hrube´ nastaven´ı stolku ve vsˇech trˇech osa´ch.
V ose z, totozˇne´ s optickou osou objektivu, je mozˇne´ pouzˇ´ıt jako jemny´ posuv diferencia´ln´ı
mikrometricky´ sˇroub s krokem 0,5 µm, a nav´ıc take´ uvedeny´ aktua´tor.
3.1.1 Struktura aktua´toru
Jedna´ se o tzv. v´ıcevrstvy´ (multilayer) aktua´tor (viz obra´zek 3.1.1), ktery´ je slozˇen z blok˚u
keramiky, vza´jemneˇ oddeˇleny´ch elektrodami. Po strana´ch jsou odpov´ıdaj´ıc´ı si elektrody
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propojeny po cele´ de´lce aktua´toru. Na takto vznikla´ spojen´ı se prˇiva´d´ı rˇ´ıd´ıc´ı napeˇt´ı. Prak-
ticky se jedna´ o paraleln´ı elektricke´ spojen´ı jednotlivy´ch keramicky´ch blok˚u, jejichzˇ prod-
louzˇen´ı se po prˇiveden´ı rˇ´ıd´ıc´ıho napeˇt´ı scˇ´ıtaj´ı. Prakticka´ proveden´ı neˇktery´ch v´ıcevrstvy´ch
piezoelektricky´ch aktua´tor˚u jsou zobrazena na obra´zku 3.1.2.
Obra´zek 3.1.1: Struktura v´ıcevrstve´ho aktua´toru.
Obra´zek 3.1.2: Prakticka´ proveden´ı v´ıcevrstvy´ch piezoelektricky´ch aktua´tor˚u.
T´ımto usporˇa´da´n´ım z´ıska´va´ v´ıcevrstvy´ aktua´tor neˇktere´ vy´hodne´ vlastnosti, jak oproti
beˇzˇny´m usporˇa´da´n´ım, tak proti aktua´tor˚um vyuzˇ´ıvaj´ıc´ıch jiny´ch fyzika´ln´ıch princip˚u.
Hlavn´ı vy´hody jsou uvedeny v tabulce 3.1.
Elektromagneticke´ aktua´tory
Mezi elektromagneticke´ aktua´tory rˇad´ıme vsˇechny typy aktua´tor˚u, ktere´ vyuzˇ´ıvaj´ı elek-
tromagneticke´ho pole k vytvorˇen´ı silove´ho u´cˇinku. Deˇl´ıme je do dvou skupin:
• aktua´tory s linea´rn´ım pohybem (linea´rn´ı elektromotory)
• aktua´tory s rotacˇn´ım pohybem (elektricke´ tocˇive´ stroje)
Cˇasto pouzˇ´ıvany´m typem rotacˇn´ıch aktua´tor˚u jsou krokove´ motory.
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Bimorfn´ı piezoelektricke´ aktua´tory
Bimorfn´ı piezoelektricke´ aktua´tory jsou ve tvaru planzˇety prˇ´ıpadneˇ disku. Z jedne´ nebo
obou stran jsou vrstvy PZT keramiky. Po prˇiveden´ı napa´jen´ı se tento typ aktua´toru
prohy´ba´ podobneˇ jako bimetalovy´ pa´sek.
Vrstvene´ piezoelektricke´ aktua´tory
Vrstvene´ (multistack) piezoelektricke´ aktua´tory jsou tvorˇeny navrstven´ım PTZ keramiky
ve vrstva´ch jedna na druhou, cˇ´ımzˇ docha´z´ı k se´riove´mu propojen´ı jednotlivy´ch PTZ vrstev.





Vy´hody oproti bimorfn´ım piezoelektricky´m aktua´tor˚um




Rychlejˇs´ı odezva (azˇ 100-kra´t)




Tabulka 3.1: Vy´hody v´ıcevrstve´ho aktua´toru.
3.1.2 Parametry
NEC/TOKIN vyra´b´ı mnoho druh˚u piezoelektricky´ch aktua´tor˚u, ktere´ se liˇs´ı vneˇjˇs´ımi
rozmeˇry, zp˚usobem vyveden´ı elektrod nebo pr˚urˇezem teˇla. V tabulce 3.2 uva´d´ım parame-
try na´mi pouzˇ´ıvane´ho aktua´toru s typovy´m oznacˇen´ım AE0505D16.
3.1.3 Charakteristika
Meˇrˇen´ı charakteristiky piezoelektricke´ho aktua´toru je jedn´ım z u´kol˚u, ktere´ jsem dostal
v zada´n´ı diplomove´ pra´ce a veˇnuji se mu v kapitole 6.4.2. Obra´zek 3.1.3 ukazuje charak-
teristiku tak, jak ji mu˚zˇeme naj´ıt v katalogove´m listu [6]. Na prvn´ı pohled je zrˇejme´, zˇe
se nejedna´ o linea´rn´ı prˇevod, aktua´tor se vyznacˇuje jistou hysterez´ı.
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Maxima´ln´ı ovla´dac´ı napeˇt´ı 150 V ss
Doporucˇene´ ovla´dac´ı napeˇt´ı 100 V ss
Prodlouzˇen´ı prˇi maxima´ln´ım napeˇt´ı (17,4±2,0) µm
Prodlouzˇen´ı prˇi doporucˇene´m napeˇt´ı (11,6±2,0) µm
Generovana´ s´ıla 850 N
Rezonancˇn´ı frekvence 69 kHz
Kapacita 1,4 µF




Tabulka 3.2: Parametry aktua´toru AE0505D16.
Obra´zek 3.1.3: Charakteristika piezoelektricke´ho aktua´toru [6].
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3.2 Rˇı´d´ıc´ı jednotka piezoelektricke´ho aktua´toru
Rˇ´ıd´ıc´ı jednotkou rozumı´me elektronicky regulovatelny´ zdroj napeˇt´ı, ktery´ napa´j´ı aktua´tor.
V nasˇem prˇ´ıpadeˇ se jedna´ o zdroj vyrobeny´ v U´stavu prˇ´ıstrojove´ techniky CˇSAV prˇ´ımo
pro u´cˇely ovla´da´n´ı piezoelektricky´ch aktua´tor˚u. Pro komunikaci s pocˇ´ıtacˇem je vyba-
ven se´riovy´m portem RS-232. Cˇeln´ı strana rˇ´ıd´ıc´ı jednotky obsahuje kontrolku zapnute´ho
napa´jen´ı, kontrolku prob´ıhaj´ıc´ı komunikace s pocˇ´ıtacˇem a dva neza´visle rˇiditelne´ napeˇt’ove´
vy´stupy. Uvnitrˇ rˇ´ıd´ıc´ı jednotky jsou trˇi za´kladn´ı cˇa´sti:
• Deska zdroje napa´jec´ıho napeˇt´ı je tvorˇena toroidn´ım transforma´torem. Strˇ´ıdave´ sy-
metricke´ napeˇt´ı je usmeˇrneˇno a pomoc´ı cˇtyrˇ stabiliza´tor˚u napeˇt´ı (7805, 7905, 7812,
7912) upraveno na symetricke´ stejnosmeˇrne´ napa´jec´ı napeˇt´ı ±12 V a ±5 V.
• Deska mikroprocesoru je tvorˇena 8 bitovy´m procesorem Motorola MC6811. Du˚lezˇitou
soucˇa´stkou je integrovany´ obvod MAX232, ktery´ prˇeva´d´ı u´rovenˇ signa´lu komu-
nikacˇn´ıho portu RS-232 na u´rovenˇ TTL (transistor-transistor-logic, odpov´ıda´ napa´-
jec´ımu napeˇt´ı +5 V), aby byla mozˇna´ komunikace s procesorem.
• Deska D/A prˇevodn´ıku je dvoukana´lova´. Kazˇdy´ kana´l obsahuje integrovany´ obvod
AD1856, cozˇ je 16 bitovy´ D/A prˇevodn´ık urcˇeny´ pro zpracova´n´ı zvuku a prˇesny´ refe-
rencˇn´ı zdroj AD780. Vy´stup D/A prˇevodn´ıku je vy´konoveˇ zes´ılen pomoc´ı operacˇn´ıho
zesilovacˇe 3584MJ a prˇiveden na vy´stupn´ı svorku.
V na´sleduj´ıc´ı tabulce 3.3 jsou uvedeny d˚ulezˇite´ parametry rˇ´ıd´ıc´ı jednotky. Jedn´ım z expe-
riment˚u, ktere´ jsem provedl je meˇrˇen´ı linearity za´vislosti vy´stupn´ıho napeˇt´ı na nastavene´
hodnoteˇ tohoto zdroje (viz kapitola 6.4.1).
Komunikace s rˇ´ıd´ıc´ı jednotkou prob´ıha´ v neˇkolika kroc´ıch. Odes´ıla´ se vzˇdy dvakra´t
16 bit˚u jako data pro nastaven´ı jednotlivy´ch vy´stup˚u a jednou 8 bit˚u jako kontroln´ı
soucˇet v na´sleduj´ıc´ım porˇad´ı:
• Odesla´n´ı spodn´ıho bajtu pro prvn´ı vy´stup.
• Odesla´n´ı horn´ıho bajtu pro prvn´ı vy´stup.
• Odesla´n´ı spodn´ıho bajtu pro druhy´ vy´stup.
• Odesla´n´ı horn´ıho bajtu pro druhy´ vy´stup.
• Odesla´n´ı kontroln´ıho soucˇtu vsˇech cˇtyrˇ bajt˚u.
Maxima´ln´ı napeˇt´ı 136 V ss
Rozliˇsen´ı D/A prˇevodn´ıku 16 bit˚u
Pocˇet nastavitelny´ch u´rovn´ı napeˇt´ı 65536
Minima´ln´ı krok 2 mV
Komunikacˇn´ı rozhran´ı se´riovy´ port RS-232
Komunikacˇn´ı rychlost 9600bps 1 stop bit
Tabulka 3.3: Parametry rˇ´ıd´ıc´ı jednotky piezoelektricke´ho aktua´toru.
Vzhledem k uvedeny´m parametr˚um a vzhledem k tomu, zˇe pouzˇity´ D/A prˇevodn´ık je
urcˇeny´ ke zpracova´n´ı audio signa´lu, lze s jistotou rˇ´ıci, zˇe rychlost s jakou mu˚zˇeme zmeˇnit
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hodnotu vy´stupn´ıho napeˇt´ı je omezena rychlost´ı prˇenosu po se´riove´m rozhran´ı RS-232.
Tuto rˇ´ıd´ıc´ı jednotku spolu s popsany´m piezoelektricky´m aktua´torem (viz cˇa´st 3.1) jsem
vyuzˇil ke stabilizaci mikroskopove´ho stolku ve smeˇru opticke´ osy (viz kapitola 6.4.4).
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Kapitola 4
Sn´ıma´n´ı obrazu v reflexn´ım
digita´ln´ım holograficke´m mikroskopu
Abychom z´ıskali z obrazove´ho hologramu, ktery´ vznika´ ve vy´stupn´ı rovineˇ interferencˇn´ıho
mikroskopu, informace o zkoumane´m objektu, je nutne´ nejprve obraz digitalizovat a na´-
sledneˇ pocˇ´ıtacˇoveˇ zpracovat. V pr˚ubeˇhu cˇasu bylo pro tento u´cˇel pouzˇito neˇkolik r˚uzny´ch
typ˚u rˇesˇen´ı. C´ılem je sn´ımat obraz v co nejlepsˇ´ım mozˇne´m rozliˇsen´ı a v co nejvysˇsˇ´ı kvaliteˇ.
V p˚uvodn´ım usporˇa´da´n´ı mikroskopu bylo pouzˇito sn´ıma´n´ı obrazu pomoc´ı klasicke´
televizn´ı kamery. V dalˇs´ı varianteˇ se k te´to kamerˇe prˇidala digita´ln´ı kamera, ktera´ sice po-
skytovala lepsˇ´ı kvalitu sn´ımk˚u, ale nedoka´zala sn´ımat kontinua´lneˇ v rychly´ch sekvenc´ıch.
Posledn´ı usporˇa´da´n´ı je s jedinou digita´ln´ı kamerou. Toto usporˇa´da´n´ı uzˇ netrp´ı nedostatky
prˇedchoz´ıch proveden´ı. V na´sleduj´ıc´ıch podkapitola´ch se budu veˇnovat srovna´n´ı teˇchto
zp˚usob˚u sn´ıma´n´ı.
4.1 Sn´ıma´n´ı v usporˇa´da´n´ı televizn´ı a digita´ln´ı kamera
Toto usporˇa´da´n´ı se pouzˇ´ıvalo v dobeˇ, kdy nebyla dostupna´ rychla´ digita´ln´ı kamera.
Sn´ıma´n´ı v usporˇa´da´n´ı televizn´ı a digita´ln´ı kamera je realizova´no tak, zˇe svazek sveˇtla
vystupuj´ıc´ı z mikroskopu je rozdeˇlen pomoc´ı hranolu na dva svazky. Jeden vstupuje do
televizn´ı kamery, druhy´ do digita´ln´ı kamery. Televizn´ı kamera sn´ıma´ 25 sn´ımk˚u/s, a proto
ji pouzˇ´ıva´me pro serˇizova´n´ı mikroskopu, prˇ´ıpadneˇ pro pocˇ´ıtacˇove´ zpracova´n´ı s n´ızkou
kvalitou. Tuto kameru mu˚zˇeme prˇipojit bud’ prˇ´ımo k monitoru, nebo pomoc´ı digitalizacˇn´ı
karty k pocˇ´ıtacˇi. Digita´ln´ı kamera dosahuje veˇtsˇ´ıho dynamicke´ho rozsahu a pouzˇ´ıva´me ji
pro zpracova´n´ı kvalitneˇjˇs´ıch rekonstrukc´ı. K pocˇ´ıtacˇi je prˇipojena pomoc´ı USB sbeˇrnice.
Parametry obou kamer jsou uvedeny v tabulce 4.1.
20 KAPITOLA 4. SNI´MA´NI´ OBRAZU V RDHM
TV kamera Astronomicka´
Oznacˇen´ı Watec LCL-902K SBig ST-7XE
Typ kamery televizn´ı digita´ln´ı astronomicka´
Rezˇim sn´ıma´n´ı kontinua´lneˇ (25 sn´ımk˚u/s) jednotlive´ sn´ımky (1 sn´ımek/s)
Velikost CCD cˇipu (5 × 3) mm (6,9 × 4,6) mm
Velikost matice detektoru 640 px × 480 px 765 px × 510 px
Dynamicky´ rozsah 8–bit 16–bit
Pocˇet u´rovn´ı sˇedi 256 65 536
Aktivn´ı chlazen´ı ne ano
Rozhran´ı digitalizacˇn´ı PCI karta USB
Tabulka 4.1: Pu˚vodn´ı kamery pouzˇ´ıvane´ pro sn´ıma´n´ı.
Z uvedeny´ch parametr˚u je zrˇejme´, zˇe toto usporˇa´da´n´ı trp´ı hned neˇkolika za´sadn´ımi
nevy´hodami. Pro prakticke´ pouzˇit´ı nen´ı toto usporˇa´da´n´ı prˇ´ıliˇs vhodne´.
Jedna´ se o tyto konkre´tn´ı nevy´hody:
• Obeˇ kamery maj´ı te´meˇrˇ stejnou rozliˇsovac´ı schopnost. Astronomicka´ kamera na´m
poskytuje vysoky´ zisk (citlivost) oproti televizn´ı kamerˇe, avsˇak omezen´ı je v mi-
nima´ln´ı expozicˇn´ı dobeˇ. Zbav´ıme se take´ nedokonale´ho analogove´ho prˇenosu. Pod-
statnou vy´hodou je veˇtsˇ´ı dynamicky´ rozsah digita´ln´ı kamery a chlazen´ı CCD cˇipu
pomoc´ı dvoustupnˇove´ho Peltierova cˇla´nku. T´ım lze dosa´hnout ochlazen´ı CCD cˇipu
pod 0◦C a vy´razne´ omezen´ı vy´strˇelove´ho sˇumu.
• Digitalizace signa´lu z televizn´ı kamery mu˚zˇe vna´sˇet do takto vznikly´ch dat nee-
xistuj´ıc´ı hodnoty. Je to zp˚usobeno nedokonalou synchronizac´ı sn´ıma´n´ı z CCD cˇipu
uvnitrˇ kamery s digitalizac´ı uvnitrˇ pocˇ´ıtacˇe, da´le pak analogovy´m sˇumem a fa´zovy´m
posuvem, ktery´ muzˇe signa´l ovlivnit prˇi prˇenosu po koaxia´ln´ım kabelu. Prostorova´
frekvence interferencˇn´ıho obrazce zp˚usobuje digitalizacˇn´ım karta´m prˇi vzorkova´n´ı
proble´my.
• Astronomicka´ kamera tohoto typu obsahuje mechanickou uza´veˇrku a chladic´ı ven-
tila´tor, cozˇ mu˚zˇe p˚usobit rusˇiveˇ prˇi sn´ıma´n´ı obrazove´ho hologramu vysoce citlive´ho
na otrˇesy a vibrace.
• TV kameru je mozˇne´ pouzˇ´ıt k nastaven´ı mikroskopu, to ale vzhledem k absenci re-
konstruovane´ amplitudy a fa´ze vyzˇaduje zkusˇene´ oko uzˇivatele, ktery´ se mus´ı rˇ´ıdit
pouze podle subjektivn´ıho vn´ıma´n´ı kontrastu interferencˇn´ıch prouzˇk˚u. Pro rekon-
strukci obrazu ma´ TV kamera nevyhovuj´ıc´ı dynamicky´ rozsah.
• Astronomickou kameru nelze pouzˇ´ıt pro kontinua´ln´ı vy´pocˇet rekonstrukce z d˚uvodu
velmi dlouhe´ doby sn´ıma´n´ı jednoho sn´ımku a jizˇ zmı´neˇnou mechanickou uza´veˇrku.
• Posledn´ı velkou nevy´hodou je nutnost deˇlit svazek vycha´zej´ıc´ı z mikroskopu na dva.
T´ım se do kazˇde´ kamery z vy´stupn´ı roviny mikroskopu dosta´va´ pouze polovina
p˚uvodn´ı intenzity svazku a je nutna´ delˇs´ı expozice.
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4.2 Sn´ıma´n´ı v usporˇa´da´n´ı s jednou digita´ln´ı kamerou
V posledn´ı dobeˇ byla pro mikroskop zakoupena nova´ kamera s typovy´m oznacˇen´ım Astro-
pix 1.4. Jedna´ se o univerza´ln´ı digita´ln´ı CCD kameru s vysokorychlostn´ım rozhran´ım Fi-
reWire a elektronickou uza´veˇrkou urcˇenou (prˇedevsˇ´ım) pro astronomicke´ u´cˇely. Pro u´cˇely
sn´ıma´n´ı a na´sledne´ho digita´ln´ıho zpracova´n´ı se v soucˇasne´ dobeˇ jedna´ o nejvhodneˇjˇs´ı
volbu. Parametry kamery jsou uvedeny v tabulce 4.2. Za zmı´nku take´ stoj´ı spektra´ln´ı
citlivost kamery (viz obra´zek 4.2.1) z n´ızˇ je videˇt, zˇe v mikroskopu pouzˇita´ vlnova´ de´lka
osveˇtlen´ı odpov´ıda´ oblasti maxima´ln´ı citlivosti CCD cˇipu.
Oznacˇen´ı Astropix 1.4
Typ kamery astronomicka´ digita´ln´ı cˇernob´ıla´
Rezˇim sn´ıma´n´ı kontinua´lneˇ (12,5 sn´ımk˚u/s dle expozicˇn´ı doby)
Expozicˇn´ı doba 1 ms azˇ 60 s
Velikost cˇipu CCD (10,2 × 8,3) mm
Velikost matice detektor˚u 1376 px × 1038 px
Dynamicky´ rozsah 12-bit˚u
Pocˇet u´rovn´ı sˇedi 4096
Aktivn´ı chlazen´ı Peltier˚uv cˇla´nek
Rozhran´ı IEEE1394a (FireWire)
Tabulka 4.2: Soucˇasna´ CCD kamera pouzˇita´ pro sn´ıma´n´ı obrazu.
Oproti prˇedchoz´ı varianteˇ z´ıska´va´me hned neˇkolik za´sadn´ıch vy´hod:
• CCD cˇip kamery ma´ vysˇsˇ´ı rozliˇsovac´ı schopnost.
• Kamera dosahuje dostatecˇne´ho pocˇt˚u sn´ımku/s, takzˇe ji lze pouzˇ´ıt prˇ´ımo k serˇizova´n´ı
mikroskopu.
• Nedocha´z´ı k zava´deˇn´ı analogove´ho sˇumu, prˇevod na digita´ln´ı signa´l se deˇje prˇ´ımo
v kamerˇe.
• Kamera neobsahuje pohyblive´ mechanicke´ cˇa´sti.
• K pocˇ´ıtacˇi je kamera prˇipojena prostrˇednictv´ım vysokorychlostn´ı ho rozhran´ı IEEE1394a
(FireWire).
• Vy´hodou je take´ napa´jen´ı kamery pomoc´ı stejne´ho rozhran´ı prˇ´ımo z pocˇ´ıtacˇe.
• Expozicˇn´ı doba je nastavitelna´ v sˇiroke´m rozmez´ı. Lze take´ nastavit zisk cˇipu CCD.
• Z mikroskopu bylo mozˇno vyjmout deˇl´ıc´ı hranol a vyuzˇ´ıt tak plne´ intenzity sveˇtla
vstupuj´ıc´ıho do kamery z mikroskopu.
4.3 Prakticka´ realizace sn´ıma´n´ı
Jelikozˇ je kamera Astropix 1.4 cˇisteˇ digita´ln´ı, je pro pra´ci s n´ı d˚ulezˇita´ znalost komu-
nikacˇn´ıho protokolu. Spolecˇneˇ s kamerou byl doda´n take´ obsluzˇny´ program, ktery´ je
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Obra´zek 4.2.1: Spektra´ln´ı citlivost kamery Astropix 1.4 [6].
urcˇen prˇedevsˇ´ım k astronomicky´m u´cˇel˚um a pro nasˇe potrˇeby nebyl dostatecˇneˇ pouzˇitelny´.
Zp˚usob, jaky´m lze kameru nastavit a sn´ımat pomoc´ı n´ı jednotlive´ sn´ımky, anizˇ bychom
museli pouzˇ´ıvat p˚uvodn´ı program, je pro moji pra´ci steˇzˇejn´ı, a proto ji v te´to cˇa´sti po-
drobneˇ prˇibl´ızˇ´ım. V tabulce 4.3 jsou uvedeny vsˇechny funkce nutne´ pro u´speˇsˇne´ sejmut´ı
sn´ımku. Nutno dodat, zˇe v d˚usledku sˇpatne´ dokumentace bylo hleda´n´ı teˇchto funkc´ı
a za´rovenˇ i jejich spra´vne´ho sestaven´ı v programu jedna z cˇasoveˇ nejv´ıce na´rocˇny´ch cˇa´st´ı.
porˇad´ı funkce vy´znam
1 mm40GetNumberDevices(szMM40_Name, &devices ) zjiˇsteˇn´ı pocˇtu prˇipojeny´ch kamer
2 mm40GetDevice(0, &serial ) volba kamery 0
3 mm40Initialize(szMM40_Name, serial, &h ) inicializace kamery 0
4 mm40GetResolution(h, &res, &bpl, &foffset, &bpp) zjiˇsteˇn´ı rozliˇsen´ı cˇipu
5 mm40SetExposure(h, 5000) nastaven´ı expozice v mikrosekunda´ch
6 mm40SetGain(h, 1) nastaven´ı zisku
7 mm40StartImageAcquisition(h) spusˇteˇn´ı zachyta´va´n´ı
8 mm40WaitForImage(h, 60000); cˇeka´n´ı na sn´ımek
9 mm40AcquireImage( h, (PVOID*)&raw ) sejmut´ı sn´ımku
10 mv40Unpack12(image,raw,bpl,res.cy,bpp,0,res.cx) prˇevod forma´tu 12 bit˚u na 16 bit˚u
11 mm40StopImageAcquisition(h); ukoncˇen´ı sn´ıma´n´ı
12 mm40Uninitialize(h) deinicializace kamery
Tabulka 4.3: Vy´znam za´kladn´ıch funkc´ı pro sn´ıma´n´ı obrazu kamerou.
4.3. PRAKTICKA´ REALIZACE SNI´MA´NI´ 23
Spuštění vlákna snímání.
Detekce připojených kamer (funkce č. 1).
Byla nalezena alespoň jedna kamera ?
Ano
Ne
Zvolení a inicializace detekované kamery 
(funkce č. 2 a 3).
Nastavení expozice a zisku kamery (funkce č. 5 a 6).
Zapnutí snímacího režimu (funkce č. 7).
Čekání na předání snímku (funkce č. 8).
Uložení snímku do paměti (funkce č. 9).
Převod dynamického rozsahu 12b na 16b
(funkce č. 10).
Čekání na synchronizaci s dalším zpracováním.
Předání dat k dalšímu zpracování.
Pokračovat ve snímání ?
Ano
Ne
Ukončení snímání (funkce č. 11).
Deinicializace kamery (funkce č. 12).
Ukončení vlákna snímání.
Obra´zek 4.3.1: Vy´vojovy´ diagram zachyta´va´n´ı sn´ımk˚u pomoc´ı kamery Astropix 1.4.
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Na obra´zku 4.3.1 je zobrazen vy´vojovy´ diagram sn´ıma´n´ı obrazu kamerou Astropix 1.4
tak, jak je realizova´n v obsluzˇne´m programu (viz kapitola 7). Popsana´ metoda sn´ıma´n´ı
obrazu je spusˇteˇna v samostatne´m vla´kneˇ a beˇzˇ´ı neza´visle na zby´vaj´ıc´ı cˇa´sti programu.





V hlavn´ı cˇa´sti me´ diplomove´ pra´ce se zaby´va´m vytvorˇen´ım zpeˇtne´ vazby mezi rekon-
struovanou fa´z´ı a piezoelektricky´m aktua´torem. Aktivn´ı soucˇa´st´ı te´to zpeˇtne´ vazby je
piezo-stolek (viz kapitola 3), rˇ´ıd´ıc´ı jednotka (viz kapitola 3.2) a program, ktery´ prova´d´ı
rekonstrukce fa´ze a na jejich za´kladeˇ realizuje numerickou zpeˇtnou vazbu. V technicke´
praxi se setka´va´me s r˚uzny´mi typy zpeˇtny´ch vazeb. Technicka´ zarˇ´ızen´ı, ktera´ tyto vazby
vyuzˇ´ıvaj´ı se obecneˇ nazy´vaj´ı regula´tory.
Za´kladn´ı rozdeˇlen´ı regula´tor˚u :
• Mechanicke´
• Analogove´ spojite´
– P (Proportional) regula´tor
– PI (Proportional Integral) regula´tor








Protozˇe cely´ system je prˇipojen k pocˇ´ıtacˇi nab´ız´ı se jako vhodna´ alternativa pra´veˇ cˇ´ıslicovy´
(diskre´tn´ı) regula´tor. Podstatnou vy´hodou teˇchto typ˚u regula´tor˚u je mozˇnost zmeˇnou
v programu vytvorˇit prˇesneˇ takovy´ typ regula´toru, ktery´ je pro dane´ u´cˇely nejvhodneˇjˇs´ı.
Z uvedeny´ch typ˚u cˇ´ıslicovy´ch regula´tor˚u se jako nejvhodneˇjˇs´ı jevil regula´tor PID, ktery´
svy´mi parametry zajiˇst’uje nulovou odchylku v usta´lene´m stavu a oproti PI regulaci reaguje
rychleji na zmeˇnu pozˇadovane´ hodnoty signa´lu a mı´rneˇji na vznik poruchy v signa´lu.
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Principia´ln´ı schema PID regula´toru je na obra´zku 5.0.1, kde w je pozˇadovana´ hod-




Obra´zek 5.0.1: Sche´ma paraleln´ıho PID regula´toru.
o tzv. paraleln´ı usporˇa´da´n´ı regula´toru dobrˇe realizovatelne´ jedineˇ elektronickou cestou. Ze
sche´matu je patrne´, zˇe PID regula´tor vznika´ spojen´ım trˇ´ı slozˇek P, I, D:
• P jako proporciona´ln´ı slozˇka realizuje pouze zes´ılen´ı chyby regulace, sama o sobeˇ
mu˚zˇe fungovat jako regula´tor, ale nezajiˇst’uje nulovou regulacˇn´ı odchylku. Teoreticky´
popis je nejjednodusˇsˇ´ı a spocˇ´ıva´ pouze v na´soben´ı regulacˇn´ı chyby proporciona´ln´ım
zes´ılen´ım r0
P (k) = r0e(k). (5.0.1)
• I je integracˇn´ı slozˇka, pr˚ubeˇzˇneˇ zohlednˇuje zmeˇnu chyby regulace. Take´ tato slozˇka







• D slozˇka pocˇ´ıta´ s rychlost´ı zmeˇny chybove´ velicˇiny a poma´ha´ tak rychlejˇs´ımu usta´len´ı
na pozˇadovanou hodnotu. Tato slozˇka samostatneˇ pracovat nemu˚zˇe pro prˇ´ıliˇs velkou




[e(k)− e(k − 1)]. (5.0.3)
Kombinac´ı uvedeny´ch vztah˚u dostaneme obvykle uva´deˇne´ rovnice diskre´tn´ıho PID re-
gula´toru








(e(k)− e(k − 1)), (5.0.4)
kde Tv je perioda vzorkova´n´ı, r0, Ti a Td jsou specificke´ konstanty, jejichzˇ velikost se
prˇeva´zˇneˇ urcˇuje experimentem a chybu regulace mu˚zˇeme vyja´drˇit pomoc´ı vstupn´ıch velicˇin:
e(k) = y(k)− w(k). (5.0.5)
Toto usporˇa´da´n´ı jsem pouzˇil ve sve´ pra´ci. Jeho hlavn´ı vy´hodou je neza´vislost speci-
ficky´ch konstant jednotlivy´ch slozˇek, narozd´ıl od se´riove´ho usporˇa´da´n´ı, kde jsou na sobeˇ
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jednotlive´ konstanty prˇ´ımo za´visle´. Regula´tor je realizova´n jako soucˇa´st obsluzˇne´ho pro-
gramu, ktera´ zajiˇst’uje v pr˚ubeˇhu rekonstrukc´ı reakce piezo-stolku na pra´veˇ vypocˇtenou
fa´zi. Du˚sledkem je, zˇe kvalita regulace za´vis´ı na pocˇtu rekonstrukc´ı fa´ze za jednotku cˇasu
a tedy prˇ´ımo na vy´pocˇetn´ım vy´konu pouzˇite´ho pocˇ´ıtacˇe. Experimentu a prakticke´ realizaci
regulace se veˇnuji v cˇa´sti 6.4.3.




Ovla´da´n´ı mikroskopu spolecˇneˇ s vesˇkery´m vyhodnocova´n´ım jsem prova´deˇl nejprve na
pocˇ´ıtacˇi s procesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+, pozdeˇji byl zakoupen vy´konneˇjˇs´ı
pocˇ´ıtacˇ s procesorem Intel R© CoreTM2 Quad 6600. Vesˇkera´ meˇrˇen´ı jsem prova´deˇl pomoc´ı
vlastnorucˇneˇ napsany´ch programu˚, zpracova´n´ı graf˚u z nameˇrˇeny´ch hodnot jsem provedl
v prostrˇed´ı Microsoft Excel.
6.1 Parametry experimenta´ln´ı sestavy
Za´kladn´ı parametry byly pro vsˇechna meˇrˇen´ı stejne´. V posledn´ım meˇrˇen´ı jsem z mikro-
skopu vyjmul deˇlic´ı hranol, ktery´ jako poz˚ustatek po usporˇa´da´n´ı s dveˇmi kamerami (viz
kapitola 4) odra´zˇel 50% svazku do slepe´ veˇtve mikroskopu. Po jeho odebra´n´ı stacˇilo prˇi
stejne´ expozici a zisku sn´ımac´ı kamery nastavit zdroj pouze na 50% vy´konu.
Parametry kamery:
• chlazen´ı na ... 10 ◦C,
• doba expozice ... 5 ms,
• zisk ... 0 dB.
Osveˇtlovac´ı soustava:
• halogenova´ zˇa´rovka o vy´konu 100 W s interferencˇn´ım u´zkopa´smovy´m filtrem
o maximu propustnosti pro vlnovou de´lku λ = 546, 6 nm a polosˇ´ıˇrkou maxima
∆λ = 11 nm.
Objektivy:
• Nikon, planachroma´t 10×/ 0,25.
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6.2 Meˇrˇen´ı stability mikroskopu
Pokud nebude uvedeno jinak, v te´to pra´ci stabilitou rozumı´me cˇasovou stabilitu obra-
zove´ fa´ze. Stabilita hodnot obrazove´ fa´ze odpov´ıda´ mechanicke´ stabiliteˇ opticke´ho stolku.
Budeme-li prova´deˇt dlouhodoba´ meˇrˇen´ı (v jednotka´ch azˇ des´ıtka´ch hodin), je d˚ulezˇite´
veˇdeˇt, jaky´m zp˚usobem se v cˇasove´m pr˚ubeˇhu nameˇrˇeny´ch hodnot fa´ze projevuje me-
chanicka´ nestabilita mikroskopu. Z tohoto d˚uvodu jsem na mikroskopu provedl neˇkolik
meˇrˇen´ı, ktera´ meˇla uka´zat za´vislost stability mikroskopu (resp. hodnot obrazove´ fa´ze) na
cˇase. Veˇtsˇina meˇrˇen´ı prob´ıhala v noci, abych alesponˇ cˇa´stecˇneˇ eliminoval vliv vibrac´ı na
mikroskop. Ve vsˇech na´sleduj´ıc´ıch meˇrˇen´ıch je jako mezivy´sledek experimentu komplexn´ı
amplituda, z te´ na´s zaj´ıma´ prˇedevsˇ´ım obrazova´ fa´ze, kterou prˇeva´d´ıme na vy´sˇku pomoc´ı





kde Φ(z) je rekonstruovana´ fa´ze a u´hel α vyply´va´ z numericke´ apertury a indexu lomu
prostrˇed´ı prˇed objektivem. Pro zobrazen´ı vy´sledk˚u v grafu je vhodne´ pocˇ´ıtat pr˚umeˇrnou
hodnotu fa´ze na zvolene´ oblasti, t´ım doc´ıl´ıme mensˇ´ıho vlivu sˇumu na vy´slednou hodnotu
vy´sˇky. Vzhledem k tomu, zˇe v neˇktery´ch meˇrˇen´ıch dosˇlo k samovolne´mu posunut´ı op-
ticke´ho stolku i o neˇkolik mikrometr˚u, musel jsem obrazovou fa´zi navazovat. Pokud byla
oblast prˇes kterou se pocˇ´ıta´ pr˚umeˇrna´ fa´ze pra´veˇ na fa´zove´m skoku 2pi (viz obra´zek 6.2.1),
pak pr˚umeˇrna´ fa´ze na te´to oblasti je t´ımto skokem ovlivneˇna, data obsahuj´ı chybne´ body
a po nava´za´n´ı se ve vy´sledne´m zobrazen´ı projev´ı jako sˇpicˇka (viz obra´zek 6.2.2). Ve vsˇech
dalˇs´ıch grafech jsem rucˇneˇ vyloucˇil tyto evidentneˇ chybne´ body tak jak je to na obra´zku
6.2.3. V teˇchto prˇ´ıpadech na´s zaj´ıma´ prˇedevsˇ´ım celkova´ velikost posunut´ı, proto je rucˇn´ı
vyloucˇen´ı vadny´ch bod˚u prˇ´ıpustne´. V grafech je na ose x uveden skutecˇny´ cˇas, ve ktere´m
bylo meˇrˇen´ı prova´deˇno.
oblast průměrování fáze
Obra´zek 6.2.1: Oblast pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze se nacha´z´ı na fa´zove´m skoku 2pi.
V prˇ´ıpadeˇ meˇrˇen´ı, v nichzˇ by na´m za´lezˇelo na prˇesneˇjˇs´ım zp˚usobu eliminace teˇchto
fa´zovy´ch skok˚u, jsem navrhl metodu, ktera´ by meˇla by´t ve veˇtsˇineˇ prˇ´ıpad˚u vyhovuj´ıc´ı.
Spocˇ´ıva´ ve vy´beˇru dvou oblast´ı pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze. Na zacˇa´tku meˇrˇen´ı se provede odecˇet
hodnot pr˚umeˇrny´ch fa´z´ı a na´sledneˇ se ulozˇ´ı jejich rozd´ıl. V pr˚ubeˇhu experimentu se kontro-
luje rozptyl hodnot pr˚umeˇrny´ch fa´z´ı na jednotlivy´ch oblastech. Pokud prˇes jednu z oblast´ı
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Obra´zek 6.2.2: Posuv opticke´ho stolku v pr˚ubeˇhu experimentu zat´ızˇeny´ prˇechodem prˇes
fa´zovy´ skok.
Obra´zek 6.2.3: Vyloucˇen´ı vadny´ch bod˚u z graf˚u.
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pra´veˇ procha´z´ı fa´zovy´ skok, zvy´sˇ´ı se na n´ı vy´razneˇ rozptyl hodnot a v tento okamzˇik se
pouzˇije pro dalˇs´ı vy´pocˇet druha´ oblast spolu s informac´ı o fa´zove´m rozd´ılu mezi oblastmi.
6.2.1 Opticky´ stolek s planzˇetovy´m mechanismem a diferencia´ln´ım
sˇroubem
Soucˇa´st´ı RDHM je opticky´ stolek (obra´zek 6.2.4) s mozˇnost´ı posuvu ve trˇech osa´ch pomoc´ı
mikrometricky´ch sˇroub˚u. V ose z totozˇne´ s optickou osou mikroskopu je mozˇny´ pomoc´ı di-
ferencia´ln´ıho mikrometricke´ho sˇroubu jemny´ posuv s minima´ln´ım krokem 0,5µm. Soucˇa´st´ı
stolku je take´ piezoelektricky´ aktua´tor, pro velmi jemny´ posuv v ose z.
Obra´zek 6.2.4: Opticky´ stolek s planzˇetovy´m mechanismem a diferencia´ln´ım sˇroubem.
Parametry experimentu:
• velikost oblasti rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... 320 px × 240 px;
• velikost oblasti pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze ... 20 px × 20 px;
• de´lka meˇrˇen´ı ... 10 hodin 48 minut;
• ukla´da´n´ı rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... vzˇdy po 1 minuteˇ;
• pocˇet vyhodnoceny´ch meˇrˇen´ı ... 651.
Z uvedeny´ch vy´sledk˚u (viz obra´zek 6.2.5) je zrˇejme´, zˇe mikroskop je pro dlouhodoba´
meˇrˇen´ı znacˇneˇ nestabiln´ı. Z d˚uvodu zjiˇsteˇn´ı, jakou meˇrou se na te´to nestabiliteˇ u´cˇastn´ı
samotny´ opticky´ stolek, ktery´ pro svoji komplikovanost mu˚zˇe akumulovat a v pr˚ubeˇhu
meˇrˇen´ı uvolnˇovat vnitrˇn´ı pnut´ı, jsem provedl stejne´ meˇrˇen´ı, ve ktere´m jsem nahradil
p˚uvodn´ı stolek pevny´m opticky´m stolkem.
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Obra´zek 6.2.5: Posuv opticke´ho stolku s diferencia´ln´ım sˇroubem v pr˚ubeˇhu experimentu.
6.2.2 Pevny´ opticky´ stolek
Pu˚vodn´ı opticky´ stolek s posuvy byl nahrazen prosty´m stolkem (obra´zek 6.2.6) od firmy
ThorLabs s jednoosy´m posuvem, jehozˇ prˇ´ıpadna´ v˚ule je vymezova´na pruzˇinou. Stolek
byl na mikroskopu volneˇ polozˇen, aby nedosˇlo ke vzniku deformac´ı a pnut´ı. Meˇrˇen´ı jsem
prova´deˇl stejneˇ jako v prˇedchoz´ım prˇ´ıpadeˇ v pr˚ubeˇhu noci.
Obra´zek 6.2.6: Pevny´ opticky´ stolek.
Vy´sledkem tohoto meˇrˇen´ı bylo zjiˇsteˇn´ı, zˇe jednoduchy´ opticky´ stolek cˇa´stecˇneˇ zlepsˇil
stabilitu mikroskopu (viz obra´zek 6.2.7). Vzhledem k p˚uvodn´ımu stolku (obra´zek 6.2.5)
s diferencia´ln´ım sˇroubem je celkovy´ posuv beˇhem doby meˇrˇen´ı me´neˇ nezˇ polovicˇn´ı. V grafu
take´ vid´ıme veˇtsˇ´ı rozptyl nameˇrˇeny´ch hodnot, cozˇ pravdeˇpodobneˇ ukazuje na veˇtsˇ´ı cit-
livost tohoto stolku na okoln´ı vibrace. Beˇhem meˇrˇen´ı se v pr˚ubeˇhu rekonstruovane´ am-
plitudy projevily na´hle´ skoky (viz obra´zek 6.2.8). Protozˇe tyto skoky zˇa´dny´m zp˚usobem
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nekoresponduj´ı s rekonstruovanou fa´z´ı, je pravdeˇpodobne´, zˇe se jedna´ o kol´ısa´n´ı inten-
zity zdroje sveˇtla. Tato teorie se potvrdila a v kapitole 6.4.5 je vysveˇtleno, jakou u´pravou
v programu je dosa´hnuto neza´vislosti rekonstruovane´ amplitudy na intenziteˇ osveˇtlovac´ıho
zdroje.
Parametry experimentu:
• velikost oblasti rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... 320 px × 240 px;
• velikost oblasti pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze ... 20 px × 20 px;
• de´lka meˇrˇen´ı ... 14 hodin 39 minut;
• ukla´da´n´ı rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... vzˇdy po 1 minuteˇ;
• pocˇet vyhodnoceny´ch meˇrˇen´ı ... 879.
Obra´zek 6.2.7: Posuv proste´ho opticke´ho stolku v pr˚ubeˇhu experimentu.
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Obra´zek 6.2.8: Rekonstruovana´ amplituda v pr˚ubeˇhu experimentu s pevny´m stolkem.
6.2.3 Opticky´ stolek s piezoelektricky´m aktua´torem v jedne´
poloze
V dalˇs´ım meˇrˇen´ı na´s zaj´ımalo, jestli na stabilitu mikroskopu bude mı´t neˇjaky´ vy´razny´ vliv
take´ piezoelektricky´ aktua´tor zabudovany´ v opticke´m stolku. Provedl jsem meˇrˇen´ı stabi-
lity mikroskopu, prˇi ktere´m jsem nastavil napa´jec´ı napeˇt´ı piezoelektricke´ho aktua´toru na
konstantn´ı hodnotu. Tomu by meˇlo odpov´ıdat i konstantn´ı prodlouzˇen´ı a t´ım i konstantn´ı
posuv cele´ho opticke´ho stolku.
Parametry experimentu:
• velikost oblasti rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... 320 px × 240 px;
• velikost oblasti pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze ... 20 px × 20 px;
• de´lka meˇrˇen´ı ... 11 hodin 13 minut;
• ukla´da´n´ı rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy ... vzˇdy po 1 minuteˇ;
• pocˇet vyhodnoceny´ch meˇrˇen´ı ... 673.
Z vy´sledne´ho pr˚ubeˇhu (obra´zek 6.2.9) je patrne´, zˇe ve srovna´n´ı s vy´sledkem prvn´ıho
meˇrˇen´ı (viz obra´zek 6.2.5) se zapnut´ı piezoelektricke´ho aktua´toru nijak vy´razneˇ neproje-
vilo. Celkovy´ samovolny´ posuv v dobeˇ experimentu byl prˇiblizˇneˇ stejny´. V grafu rekon-
struovane´ amplitudy (obra´zek 6.2.10) mu˚zˇeme opeˇt sledovat na´hle´ skoky.
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Obra´zek 6.2.9: Posuv opticke´ho stolku s diferencia´ln´ım sˇroubem a zapnuty´m piezoelek-
tricky´m aktua´torem v pr˚ubeˇhu experimentu.
Obra´zek 6.2.10: Rekonstruovana´ amplituda v pr˚ubeˇhu experimentu s pevny´m stolkem.
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6.2.4 Vyhodnocen´ı
Z provedeny´ch experiment˚u jasneˇ plyne, zˇe poloha opticke´ho stolku v ose z je nestabiln´ı,
a proto mikroskop nen´ı vhodny´ pro dlouhodoba´ sledova´n´ı vzork˚u. Z velke´ cˇa´sti se na
nestabiliteˇ mikroskopu pod´ıl´ı samotny´ opticky´ stolek, po jehozˇ vy´meˇneˇ za jednoduchy´
stolek se nestabilita mikroskopu sn´ızˇila. Ve vsˇech uvedeny´ch grafech za´vislosti polohy
opticke´ho stolku (ve smeˇru opticke´ osy) na cˇase, si mu˚zˇeme povsˇimnout zlomu, ktery´
nasta´val vzˇdy prˇiblizˇneˇ ve stejnou dobu kolem 6 hodiny ra´no. Z toho usuzuji, zˇe na
stabilitu mikroskopu ma´ vy´razny´ vliv vy´skyt vibrac´ı zp˚usobeny´ch kazˇdodenn´ım provozem
na fakulteˇ. V tabulce 6.1 jsou shrnuty vy´sledky prˇedchoz´ıch meˇrˇen´ı.
meˇrˇen´ı celkovy´ posuv [µm] rychlost posuvu [µm/h]
opticky´ stolek s diferencia´ln´ım sˇroubem 2,480 0,229
prosty´ opticky´ stolek 0,988 0,067
opticky´ stolek s piezoelektricky´m aktua´torem 2,320 0,210
Tabulka 6.1: Shrnut´ı vy´sledk˚u meˇrˇen´ı.
Pokud tedy z neˇjake´ho d˚uvodu potrˇebujeme prova´deˇt dlouhodoba´ meˇrˇen´ı, je nutne´
polohu opticke´ho stolku stabilizovat.
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6.3 Zp˚usoby sn´ıma´n´ı polohy
V prˇedchoz´ı kapitole jsem uvedl d˚uvody, ze ktery´ch vyply´va´, zˇe je nutne´ opticky´ sto-
lek stabilizovat. Aby bylo mozˇne´ tento za´meˇr uskutecˇnit, je potrˇebne´ z´ıska´vat informaci
o aktua´ln´ı poloze opticke´ho stolku. V praxi se nejcˇasteˇji pouzˇ´ıvaj´ı dva za´kladn´ı typy
sn´ımacˇ˚u polohy: indukcˇn´ı a kapacitn´ı. V prˇ´ıpadeˇ RDHM je mozˇno jesˇteˇ vyuzˇ´ıt obrazove´
fa´ze jako prˇ´ıme´ho ukazatele polohy stolku. Jsou zde probra´ny vy´hody a nevy´hody jednot-
livy´ch metod sn´ıma´n´ı polohy.
6.3.1 Indukcˇn´ı sn´ımacˇ polohy
Indukcˇn´ı sn´ımacˇe polohy patrˇ´ı mezi bezkontaktn´ı sn´ımacˇe. Pracuj´ı na principu zmeˇny
indukcˇnosti sn´ımac´ı c´ıvky zmeˇnou magneticke´ vodivosti magneticke´ho obvodu. Existuje
neˇkolik za´kladn´ıch usporˇa´da´n´ı, ktera´ se liˇs´ı pr˚ubeˇhem za´vislosti indukcˇnosti na zmeˇneˇ
v magneticke´m obvodu. Veˇtsˇina indukcˇn´ıch sn´ımacˇ˚u je linea´rn´ıch jen v male´ oblasti. Nej-
jednodusˇsˇ´ı usporˇa´da´n´ı je tvorˇeno vzduchovou c´ıvkou, do ktere´ se zasouva´ magneticky
vodive´ ja´dro, t´ım se meˇn´ı permeabilita dutiny c´ıvky a p˚uvodneˇ mala´ vodivost magne-
ticke´ho obvodu se zveˇtsˇuje. Beˇzˇneˇ dostupne´ indukcˇn´ı sn´ımacˇe polohy se dle typu vy-
znacˇuj´ı prˇesnost´ı meˇrˇen´ı v jednotka´ch mikrometr˚u a meˇrˇ´ıc´ım rozsahem do des´ıtek metr˚u.
Principia´ln´ı usporˇa´da´n´ı takove´ho sn´ımacˇe je na obra´zku 6.3.1.
posuv
L
Obra´zek 6.3.1: Indukcˇn´ı sn´ımacˇ polohy.
6.3.2 Kapacitn´ı sn´ımacˇ polohy
Pro meˇrˇen´ı polohy mu˚zˇeme take´ vyuzˇ´ıt kapacitn´ı sn´ımacˇe, ktere´ pracuj´ı na principu kon-
denza´toru s promeˇnnou kapacitou. Prˇi konstrukci kapacitn´ıch sn´ımacˇ˚u se vyuzˇ´ıva´ zmeˇny
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u´cˇinne´ plochy elektrod, zmeˇny jejich vzda´lenosti nebo zmeˇny dielektrika. Tyto sn´ımacˇe
jsou vhodne´ pro meˇrˇen´ı maly´ch posunut´ı (1 mm azˇ 15 mm). Pr˚ubeˇh kapacity je vsˇak
nelinea´rn´ı. Vy´hodou kapacitn´ıch sn´ımacˇ˚u je jejich konstrukcˇn´ı jednoduchost a mozˇnost
snadne´ u´pravy pro dany´ u´cˇel. Nevy´hodou by´va´ pomeˇrneˇ obt´ızˇne´ meˇrˇen´ı kapacity. Zmeˇny
kapacity jsou male´, jejich meˇrˇen´ı vyzˇaduje pouzˇit´ı citlivy´ch meˇrˇ´ıc´ıch metod. Meˇrˇ´ı se prˇi
strˇ´ıdave´m napa´jec´ım napeˇt´ı s kmitocˇtem rˇa´doveˇ azˇ neˇkolik MHz. Meˇrˇic´ı obvod obvykle




Obra´zek 6.3.2: Kapacitn´ı sn´ımacˇ polohy.
6.3.3 Sn´ıma´n´ı polohy na za´kladeˇ vyhodnocen´ı obrazove´ fa´ze
Meˇrˇen´ı polohy vyhodnocen´ım informace z obrazove´ fa´ze je mozˇne´ jen u interferencˇn´ıch
zarˇ´ızen´ı jako je RDHM. Vy´hodou je mozˇnost meˇrˇit polohu prˇ´ımo na definovane´ oblasti
vzorku neza´visle na pouzˇite´m opticke´m stolku s pode´lnou rozliˇsovac´ı schopnost´ı meˇrˇen´ı v
jednotka´ch nanometr˚u. Nevy´hodou je rozsah spojite´ho meˇrˇen´ı jen v intervalu 2pi, a s t´ım
spojeny´ vznik fa´zovy´ch skok˚u prˇi zmeˇneˇ polohy opticke´ho stolku o veˇtsˇ´ı hodnotu. Dalˇs´ı
nevy´hodou je rychlost rekonstrukce obrazove´ fa´ze (viz obra´zek. 2.2.1), ktera´ mu˚zˇe u me´neˇ
vy´konny´ch pocˇ´ıtacˇ˚u trvat v rˇa´du desetin sekundy. U rychly´ch stroj˚u uzˇ je tato nevy´hoda
nepodstatna´.
6.3.4 Za´veˇr
Pro pouzˇit´ı indukcˇn´ıho nebo kapacitn´ıho sn´ımacˇe by byly nutne´ mechanicke´ u´pravy mi-
kroskopu a sn´ımacˇ by byl va´za´n na jediny´ typ opticke´ho stolku. Rozliˇsen´ı metod meˇrˇen´ı
indukcˇn´ım a kapacitn´ım sn´ımacˇem jsou ve srovna´n´ı s rozliˇsen´ım, ktere´ dosahujeme u me-
tody vyhodnocen´ı obrazove´ fa´ze male´. Vzhledem k tomu, zˇe vy´sledkem zobrazen´ı je u
RDHM take´ obrazova´ fa´ze, je nejvhodneˇjˇs´ı metodou pouzˇit´ı pra´veˇ sn´ıma´n´ı polohy op-
ticke´ho stolku pomoc´ı obrazove´ fa´ze. Jelikozˇ se snazˇ´ıme o stabilizaci opticke´ho stolku,
nemus´ıme se zaby´vat fa´zovy´m skokem a tento proble´m t´ım odpada´. Z´ıska´va´me tak prˇ´ımo
informaci o poloze opticke´ho stolku, resp. o poloze oblasti na zkoumane´m vzorku, cozˇ je
mnohem vy´hodneˇjˇs´ı, protozˇe zaveden´ım zpeˇtne´ vazby stabilizujeme prˇ´ımo polohu vzorku
a nikoliv polohu sn´ımacˇe. V prˇ´ıpadeˇ indukcˇn´ıho nebo kapacitn´ıho sn´ımacˇe, ktery´ nelze
umı´stit prˇ´ımo na vzorek, by se sn´ımala pouze poloha neˇktere´ cˇa´sti opticke´ho stolku,
prˇicˇemzˇ v za´vislosti na konstrukcˇn´ım proveden´ı nemus´ı by´t zarucˇeno, zˇe posuv sn´ımacˇe
odpov´ıda´ prˇesneˇ posuvu vzorku.
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6.4 Stabilizace
6.4.1 Meˇrˇen´ı linearity rˇ´ıdic´ı jednotky
Pro ovla´da´n´ı piezoelektricke´ho aktua´toru pouzˇ´ıva´me rˇ´ıdic´ı jednotku, ktera´ je popsa´na
v kapitole 3.2. Tato rˇ´ıdic´ı jednotka dosta´va´ povely z pocˇ´ıtacˇe ve formeˇ cˇ´ıselne´ho para-
metru v rozsahu 0 azˇ 65535, tomuto intervalu pak odpov´ıda´ vy´stupn´ı napeˇt´ı v rozsahu
0 azˇ 136 V. Provedl jsem meˇrˇen´ı linearity tohoto zdroje. Pro tento u´cˇel jsem napsal jedno-
duchy´ program, ktery´ ukla´dal zmeˇrˇenou hodnotu napeˇt´ı z digita´ln´ıho meˇrˇic´ıho prˇ´ıstroje
typu UT60G. Program postupneˇ promeˇrˇoval charakteristiku zdroje po skoku ve vstupn´ım
parametru rˇ´ıd´ıc´ı jednotky 100. Vy´sledny´ pr˚ubeˇh ukazuje obra´zek 6.4.1. Je zcela linea´rn´ı,
a proto ho lze bez dalˇs´ıch prˇepocˇt˚u pouzˇ´ıt pro meˇrˇen´ı.
Obra´zek 6.4.1: Linearita rˇ´ıdic´ı jednotky.
6.4.2 Meˇrˇen´ı charakteristiky aktua´toru
V zada´n´ı diplomove´ pra´ce jsem meˇl zada´n u´kol promeˇrˇit charakteristiku piezoelektricke´ho
aktua´toru. Jedna´ se o za´vislost prodlouzˇen´ı piezoelektricke´ho elementu na prˇilozˇene´m
napeˇt´ı. Meˇrˇen´ı jsem prova´deˇl v RDHM a prodlouzˇen´ı jsem z´ıskal z rekonstruovane´ fa´ze.
Meˇrˇen´ı jsem provedl automaticky pomoc´ı programu, ktery´ jsem napsal pro obsluhu RDHM,
a prob´ıhalo dle na´sleduj´ıc´ıho postupu. Nejprve jsem nastavil nulove´ napa´jec´ı napeˇt´ı aktua´to-
ru a manua´lneˇ pomoc´ı mikrometricky´ch sˇroub˚u jsem serˇ´ıdil mikroskop. V obsluzˇne´m pro-
gramu jsem zvolil krok napa´jec´ıho napeˇt´ı 200 mV (ve vstupn´ım parametru rˇ´ıd´ıc´ı jed-
notky odpov´ıda´ kroku 100) a spustil jsem meˇrˇen´ı cele´ charakteristiky. V intervalech 1 s se
ukla´dala rekonstruovana´ fa´ze. Provedl jsem celkem cˇtyrˇi meˇrˇen´ı se stoupaj´ıc´ım a klesaj´ıc´ım
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napeˇt´ım, dveˇ na plnou hodnotu zdroje 136 V a dalˇs´ı dveˇ na hodnotu polovicˇn´ı, 68 V.
Vy´sledky meˇrˇen´ı jsem vynesl do grafu (obra´zek 6.4.2), charakteristiky odpov´ıdaj´ı katalo-
gove´mu pr˚ubeˇhu jak je uvedeno v kapitole 3.1.3. V grafu je vhodne´ si povsˇimnout oblasti
kolem nulove´ho napa´jec´ıho napeˇt´ı. Je zrˇejme´, zˇe aktua´tor se ihned po odstaven´ı napa´jec´ıho
napeˇt´ı nevrac´ı zcela na p˚uvodn´ı de´lku, ale z˚usta´va´ zde zbytkove´ prodlouzˇen´ı.
Obra´zek 6.4.2: Zmeˇrˇena´ charakteristika piezoelektricke´ho aktua´toru.
6.4.3 Popis regulace
Regulace vyuzˇ´ıva´ zpeˇtne´ vazby s vrˇazeny´m PID regula´torem. Teoreticky´ popis PID re-
gulace je uveden v kapitole 6.4.4. Prakticky je PID regula´tor realizova´n v pocˇ´ıtacˇi jako
soucˇa´st programu pro obsluhu RDHM. Usporˇa´da´n´ı zpeˇtne´ vazby je na obra´zku 6.4.3.
Z usporˇa´da´n´ı je videˇt, zˇe zpeˇtna´ vazba se uzav´ıra´ mezi rekonstruovanou fa´z´ı a piezoelek-
tricky´m aktua´torem v opticke´m stolku. Meˇrˇen´ım jsem si oveˇrˇil, zˇe kvalita regulace za´vis´ı
jak na vhodne´m nastaven´ı parametr˚u PID regula´toru, tak na rychlosti zpracova´n´ı rekon-
strukce pocˇ´ıtacˇem a t´ım prˇ´ımo na rychlosti se kterou mu˚zˇe sestava reagovat na zmeˇny ve
fa´zi. Pro vy´pocˇet zpeˇtne´ vazby slouzˇ´ı funkce UpdatePID.
double UpdatePID(SPid *pid, double error, double position) {
double pTerm,dTerm,iTerm;
pTerm = pid->pGain * error; // vy´pocˇet proporciona´lnı´ slozˇky
pid->iState += error; // vy´pocˇet integracˇnı´ slozˇky
iTerm = pid->iGain * pid->iState;
dTerm = pid->dGain * (position - pid->dState); // vy´pocˇet
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derivacˇnı´ slozˇky
pid->dState = position;
return pTerm + iTerm - dTerm; // na´vratova´ hodnota funkce
}
Po spusˇteˇn´ı obsluzˇne´ho programu jsou rekonstrukce komplexn´ı amplitudy prova´deˇny v ne-
konecˇne´ smycˇce. Funkce UpdatePID je vola´na v kazˇde´m cyklu rekonstrukce a ihned rea-
guje na zmeˇny ve fa´zi.
100 um
Obra´zek 6.4.3: Sche´ma prakticky realizovane´ zpeˇtne´ vazby.
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6.4.4 Meˇrˇen´ı stability s regulac´ı
Prvn´ı meˇrˇen´ı byla prova´deˇna na pocˇ´ıtacˇi s procesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+.
Maxima´ln´ı pocˇet rekonstruovany´ch komplexn´ıch amplitud za sekundu se pohyboval ko-
lem 2,5. Po spusˇteˇn´ı programu je v okneˇ obrazove´ fa´ze nutne´ vybrat oblast stabilizace,
je vhodne´ zvolit rovinnou cˇa´st. Na te´to oblasti se bude PID regula´tor snazˇit prˇibl´ızˇit
pozˇadovane´ hodnoteˇ fa´ze. V nasˇem prˇ´ıpadeˇ regulujeme na hodnotu fa´ze 0 rad, tato volba
je nejvhodneˇjˇs´ı, protozˇe je nejv´ıce vzda´lena´ od fa´zove´ho skoku. Prˇechod fa´zove´ho skoku
prˇes regulovanou oblast mu˚zˇe mı´t za na´sledek rozkmita´n´ı syste´mu. Parametry regula´toru
zada´va´me v podobeˇ zisku proporciona´ln´ı, integracˇn´ı a derivacˇn´ı cˇa´sti regula´toru PID
v konfiguracˇn´ım souboru obsluzˇne´ho programu. Nastaven´ı regula´toru jsem ucˇinil pomoc´ı
neˇkolika pokus˚u.
Parametry experimentu:
• velikost rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy 320 px × 240 px;
• velikost oblasti pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze 20 px × 20 px;
• de´lka meˇrˇen´ı - 12 hodin 8 minut;
• ukla´da´n´ı rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy vzˇdy po 30 sekunda´ch;
• pocˇet vyhodnoceny´ch meˇrˇen´ı 1456;
• parametry PID (viz kapitola )
– r0 = 3 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ pGain),
– r0/Ti = 0, 4 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ iGain),
– r0Td = 0, 1 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ dGain);
• pocˇ´ıtacˇ AMD R© AthlonTM 64 3200+.
Z grafu (obra´zek 6.4.4) je patrne´, zˇe hned v prvn´ıch meˇrˇen´ıch se podarˇilo dosa´hnout
velmi dobre´ stabilizace posuvu opticke´ho stolku. Z vy´sledny´ch dat vyply´va´, zˇe 95% zmeˇrˇe-
ny´ch hodnot se nacha´z´ı v intervalu ±5,3 nm od strˇedn´ı polohy opticke´ho stolku. V prˇ´ıme´m
kontrastu s prˇedchoz´ımi vy´sledky dosˇlo k vy´razne´mu usta´len´ı polohy opticke´ho stolku azˇ
v dobeˇ, kdy na fakulteˇ zacˇ´ına´ denn´ı provoz. V grafu rekonstruovane´ amplitudy si mu˚zˇeme
opeˇt povsˇimnout strmy´ch skok˚u.
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Obra´zek 6.4.4: Posuv opticke´ho stolku se zapnutou stabilizac´ı.
Obra´zek 6.4.5: Pr˚ubeˇh rekonstruovane´ amplitudy.
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6.4.5 Kol´ısa´n´ı intenzity zdroje
Vzhledem ke skok˚um v rekonstruovane´ amplitudeˇ jsem se rozhodl nejprve proveˇrˇit, jaky´m
zp˚usobem je napa´jena zˇa´rovka osveˇtlovac´ıho zdroje. Provedl jsem proto demonta´zˇ zdroje
sveˇtla a zjistil jsem na´sleduj´ıc´ı fakta:
• zˇa´rovka je napa´jena strˇ´ıdavy´m proudem,
• je prˇipojena prˇ´ımo na sekunda´rn´ı vinut´ı transforma´toru,
• regulace sveˇtelne´ho vy´konu je prova´deˇna na prima´rn´ım vinut´ı transforma´toru,
• jedna´ se o prostou regulaci pomoc´ı triaku a potenciometru,
• vy´kon zˇa´rovky je tedy prˇ´ımo za´visly´ na s´ıt’ove´m napeˇt´ı, ktere´ v pr˚ubeˇhu dne znacˇneˇ
kol´ısa´.
Pokud tedy vycha´z´ıme z hypote´zy kol´ısaj´ıc´ı intenzity zdroje osveˇtlen´ı, meˇlo by k zajiˇsteˇ-
n´ı rezistence rekonstruovane´ amplitudy stacˇit zna´t skutecˇnou intenzitu zdroje (nebo j´ı
u´meˇrnou velicˇinu) v okamzˇiku sn´ıma´n´ı hologramu kamerou. Ze znalosti skutecˇne´ inten-
zity zdroje pak mu˚zˇeme vypocˇ´ıtat rekonstruovanou amplitudu relativneˇ k intenziteˇ zdroje.
Vy´sledkem by meˇla by´t stabiln´ı rekonstruovana´ amplituda v urcˇite´m rozmez´ı neza´visla´
na intenziteˇ osveˇtlen´ı. S odkazem na [7] je intenzita interferencˇn´ıho obrazce da´na:
I = Ir + Ip + 2
√
IrIp|γ| cos(ϕp − ϕr) (6.4.1)
kde γ je stupenˇ koherence, Ir je intenzita v referencˇn´ı veˇtvi, Ip je intenzita v prˇedmeˇtove´
veˇtvi mikroskopu a ϕp−ϕr odpov´ıda´ rozd´ılu opticky´ch drah v jednotlivy´ch veˇtv´ıch. Cˇlen√
IrIp je za´visly´ na intenziteˇ zdroje a vna´sˇ´ı tuto za´vislost do rekonstruovane´ obrazove´ am-
plitudy. Soucˇet intenzit Ip + Ir lze take´ povazˇovat za intenzitu u´meˇrnou intenziteˇ zdroje,
resp. intenzitu sveˇtelne´ho zdroje po pr˚uchodu optickou soustavou mikroskopu a vid´ıme,
zˇe je neza´visla´ na stupni koherence γ. V nasˇem prˇ´ıpadeˇ dle rovnice 2.3.4 odpov´ıda´ soucˇet
intenzit dveˇma prvn´ım cˇlen˚um a jejich Fourierova transformace odpov´ıda´ ve spektru pro-
storovy´ch frekvenc´ı hlavn´ımu krˇ´ızˇi (spektrum na obra´zku 2.2.1). Abychom zajistili re-
zistenci obrazove´ amplitudy proti kol´ısa´n´ı intenzity zdroje, je dostacˇuj´ıc´ı uvazˇovat nultou
prostorovou frekvenci, ktera´ nese informaci o intenziteˇ obrazu a odpov´ıda´ strˇedu hlavn´ıho
krˇ´ızˇe. Hodnoty rekonstruovane´ obrazove´ amplitudy jsou v posledn´ı fa´zi deˇleny z´ıskanou
hodnotou nulte´ prostorove´ frekvence a tento pod´ıl jizˇ nen´ı za´visly´ na intenziteˇ zdroje.
Programoveˇ je popsana´ metoda realizova´na tak, zˇe ve fourierovske´m prostoru se
soucˇasneˇ s detekc´ı nosne´ frekvence hleda´ i hodnota nulte´ prostorove´ frekvence ve strˇedu
hlavn´ıho krˇ´ızˇe. Po vy´pocˇtu inverzn´ı FFT se vy´sledne´ hodnoty deˇl´ı touto hodnotou a
na´sledneˇ se upravuje jejich dynamicky´ rozsah na 256 stupnˇ˚u sˇedi tak, aby bylo mozˇne´
jejich zobrazen´ı na obrazovce pocˇ´ıtacˇe.
Posledn´ı experiment jsem prova´deˇl na pocˇ´ıtacˇi Intel R© CoreTM2 Quad 6600, ktery´ je
vy´razneˇ vy´konneˇjˇs´ı neˇzˇ p˚uvodn´ı pocˇ´ıtacˇ a dosahoval tak azˇ 9,5 rekonstrukc´ı komplexn´ı
amplitudy za sekundu. Nameˇrˇene´ hodnoty jsou opeˇt vyneseny do graf˚u. Na obra´zku
6.4.6 je zobrazen pr˚ubeˇh posuvu opticke´ho stolku v za´vislosti na cˇase. Vy´sledkem je, zˇe
95% zmeˇrˇeny´ch hodnot spada´ do intervalu ±0,77 nm od strˇedn´ı polohy opticke´ho stolku.
Dosˇlo tedy k vy´razne´mu zlepsˇen´ı kvality stabilizace opticke´ho stolku, cozˇ bylo zp˚usobeno
cˇa´stecˇneˇ doladeˇn´ım integracˇn´ıho parametru PID regula´toru a cˇa´stecˇneˇ vysˇsˇ´ım pocˇtem
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Obra´zek 6.4.6: Posuv opticke´ho stolku se zapnutou stabilizac´ı.
Obra´zek 6.4.7: Pr˚ubeˇh rekonstruovane´ amplitudy.
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rekonstrukc´ı za jednotku cˇasu. Na´sleduj´ıc´ı graf (viz obra´zek 6.4.7) zobrazuje za´vislosti
rekonstruovany´ch amplitud na cˇase, mu˚zˇeme zde porovnat kontrast mezi pr˚ubeˇhem re-
konstruovane´ amplitudy normovane´ k maxima´ln´ı hodnoteˇ a pr˚ubeˇhem rekonstruovane´
amplitudy, ktera´ bere v u´vahu intenzitu zdroje. Z uvedene´ho plyne, zˇe skoky v rekon-
struovane´ amplitudeˇ byly opravdu zp˚usobeny kol´ısa´n´ım intenzity zdroje a popsany´m
zp˚usobem jsem tuto za´vislost odstranil. Du˚lezˇitost stabiln´ı hodnoty rekonstruovane´ am-
plitudy si uveˇdomı´me, pokud budeme promeˇrˇovat osovou intenzitn´ı odezvu mikroskopu,
kde by se skoky v rekonstruovane´ amplitudeˇ mohly vy´razny´m zp˚usobem projevit, da´le
pak v prˇ´ıpadeˇ, kdy serˇizujeme polohu opticke´ho stolku na maxima´ln´ı rekonstruovanou
amplitudu mu˚zˇou na´hodne´ skoky v intenziteˇ zdroje tuto proceduru zcela znemozˇnit.
Parametry experimentu:
• velikost rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy 400 px × 320 px;
• velikost oblasti pr˚umeˇrova´n´ı fa´ze 20 px × 20 px;
• de´lka meˇrˇen´ı - 12 hodin 21 minut;
• ukla´da´n´ı rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy vzˇdy po 30 sekunda´ch;
• pocˇet vyhodnoceny´ch meˇrˇen´ı 1482;
• parametry PID
– r0 = 3 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ pGain),
– r0/Ti = 0, 9 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ iGain),
– r0Td = 0, 1 (v programu odpov´ıda´ konstanteˇ dGain);
• pocˇ´ıtacˇ Intel R© CoreTM2 Quad 6600.
6.5 Osova´ intenzitn´ı odezva reflexn´ıho digita´ln´ıho ho-
lograficke´ho mikroskopu
Meˇrˇen´ı osove´ intenzitn´ı odezvy RDHM jsem provedl pouze jako demonstraci pouzˇitelnosti
programu. Stejneˇ jako u konfoka´ln´ıho mikroskopu ma´ zobrazen´ı RDHM hloubkoveˇ dis-
kriminuj´ıc´ı charakter, cozˇ ma´ za d˚usledek zobrazen´ı pouze teˇch bod˚u vzorku, ktere´ lezˇ´ı
v prˇedmeˇtove´ rovineˇ objektivu a jej´ım bl´ızke´m okol´ı. Schopnost hloubkoveˇ diskrimino-
vane´ho zobrazen´ı charakterizuje osova´ intenzitn´ı odezva, cozˇ je za´vislost rekonstruovane´
amplitudy na poloze opticke´ho stolku vzhledem k prˇedmeˇtove´ rovineˇ objektivu. Beˇhem
experimentu jsem nejprve nastavil piezoelektricky´ posuv na strˇedn´ı hodnotu prodlouzˇen´ı,
mikrometricky´m sˇroubem jsem manua´lneˇ serˇ´ıdil prˇiblizˇneˇ maxima´ln´ı pr˚umeˇrnou hodnotu
rekonstruovane´ amplitudy. Prˇesunul jsem polohu piezoelektricke´ho aktua´toru do pocˇa´tecˇn´ı
polohy. V programu jsem nastavil krok parametru rˇ´ıd´ıc´ı jednotky piezo-posuvu na 100
(odpov´ıda´ posuvu o 0,023 µm) a ukla´da´n´ı sn´ımku kazˇdou sekundu.
Po proveden´ı meˇrˇen´ı a vyhodnocen´ı vy´sledk˚u jsem z´ıskal graf za´vislosti intenzity zobra-
zen´ı na poloze vzorku vzhledem k prˇedmeˇtove´ rovineˇ objektivu (obra´zek 6.5.1). Polosˇ´ıˇrka
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maxima odpov´ıda´ 4,7 µm.
Parametry kamery:
• chlazen´ı na ... 10 ◦C,
• doba expozice ... 5 ms,
• zisk ... 0 dB.
Osveˇtlovac´ı soustava:
• halogenova´ zˇa´rovka o vy´konu 100 W s interferencˇn´ım u´zkopa´smovy´m filtrem
o maximu propustnosti pro vlnovou de´lku λ = 546, 6 nm a polosˇ´ıˇrkou maxima
∆λ = 11 nm.
Objektivy:
• Nikon, planachroma´t 10×/ 0,25.
Obra´zek 6.5.1: Pr˚ubeˇh osove´ intenzitn´ı odezvy.
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Doposud prob´ıhalo zpracova´n´ı obrazu hologramu sejmute´ho v RDHM pomoc´ı procedur
napsany´ch ve skriptovac´ım jazyku MATLAB. Takto prova´deˇne´ zpracova´n´ı bylo sice spo-
lehlive´, ale nesˇlo pouzˇ´ıt pro zobrazen´ı skutecˇneˇ v rea´lne´m cˇase, nav´ıc prˇi zpracova´n´ı v´ıce
sn´ımk˚u trpeˇlo znacˇny´mi nedostatky. Hlavn´ı proble´m byl ve zp˚usobu pra´ce s daty pomoc´ı
obra´zk˚u s dynamicky´m rozsahem 8 bit˚u. Bylo nutne´ upravit dynamicky´ rozsah p˚uvodn´ıch
dat tak, aby odpov´ıdal pra´veˇ 8 bitove´mu. To se v tomto prˇ´ıpadeˇ deˇlo pro kazˇdy´ sn´ımek
zvla´sˇt’. Pokud zpracova´va´me jen jednu rekonstrukci, je vsˇe v porˇa´dku, jestlizˇe ale chceme
zpracovat v´ıce sn´ımk˚u a za prˇedpokladu, zˇe kol´ısa´ intenzita zdroje osveˇtlen´ı (viz cˇa´st
6.4.5), docha´z´ı ke vnesen´ı tohoto kol´ısa´n´ı do zpracova´vany´ch dat. Jiny´mi slovy je kazˇdy´
zpracovany´ sn´ımek dynamicky upraven k jine´ maxima´ln´ı intenziteˇ zdroje. V programo-
vac´ım jazyku C jsem napsal program, ktery´ automatizuje zpracova´n´ı obrazu prˇesneˇ podle
sche´matu na obra´zku 2.2.1, je rezistentn´ı v˚ucˇi zmeˇneˇ intenzity zdroje a jeho vy´stupem
mohou by´t jak klasicke´ 8 bitove´ obra´zky forma´tu tiff, tak i soubory typu cpx, ktere´ nesou
surovou informaci o rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudeˇ. Zpracova´n´ım teˇchto soubor˚u
z´ıska´va´me prˇesneˇjˇs´ı informace nezˇ zpracova´n´ım obra´zk˚u tiff. V na´sleduj´ıc´ıch rˇa´dc´ıch je
popsa´na struktura programu a zp˚usob, j´ımzˇ pracuje a jak se ovla´da´.
Aby zpracova´n´ı hologramu bylo co nejrychlejˇs´ı, je program od zacˇa´tku koncipova´n
pro pocˇ´ıtacˇe s v´ıce procesory. Za´kladn´ı cˇa´st´ı (viz obra´zek 7.0.1) je dynamicka´ knihovna
(dll - dynamic linking library) a uzˇivatelske´ rozhran´ı. Neme´neˇ d˚ulezˇite´ jsou i ostatn´ı
pouzˇite´ knihovny. Pro vy´pocˇet rychle´ Fourierovy transformace pouzˇ´ıva´m volneˇ dostupnou
knihovnu libfftw3-3.dll ; blizˇsˇ´ı informace vcˇetneˇ dokumentace jsou dostupne´ v [4]. Pro
ukla´da´n´ı graficky´ch dat vyuzˇ´ıva´m knihovnu libtiff3.dll ; dokumentace je dostupna´ v [5].
Po spusˇteˇn´ı programu souborem ide.exe se zobraz´ı okno uzˇivatelske´ho rozhran´ı (viz
obra´zek 7.0.2). Obsahuje posuvn´ıky pro nastaven´ı zisku, expozicˇn´ı doby a posuvn´ık pro
manua´ln´ı nastaven´ı polohy piezoelektricke´ho aktua´toru. V leve´m horn´ım rohu je tlacˇ´ıtko
start, ktere´ spousˇt´ı samotny´ proces sn´ıma´n´ı a na´sledne´ rekonstrukce. Pod n´ım jsou pak
informace o u´rovni rekonstruovane´ amplitudy, fa´ze, pocˇtu rekonstruovany´ch sn´ımk˚u za
sekundu a o aktua´ln´ı poloze piezoelektricke´ho aktua´toru. Dole vlevo jsou pak volby pro
zmeˇnu vlastnost´ı programu:
• detekce nosne´ - prˇi zasˇkrtnut´ı tohoto pol´ıcˇka docha´z´ı k detekci nosne´ frekvence
prˇi kazˇde´m zpracova´vane´m sn´ımku, jinak je nosna´ detekova´na jen jednou prˇi prvn´ı
rekonstrukci;
• na´hled - zobrazuje v nove´m okneˇ sn´ımky prˇ´ımo z kamery;
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• pr˚ubeˇh amplitudy - v nove´m okneˇ zobrazuje pr˚ubeˇh pr˚umeˇrne´ rekonstuovane´
amplitudy v za´vislosti na cˇase, v posledn´ı verzi zobrazuje i pr˚ubeˇh fa´ze na vybrane´
oblasti;
• zpeˇtna´ vazba - spousˇt´ı regulaci PID;
• 3D na´hled - zobrazuje fa´zovou mapu v 3D projekci.
Vpravo dole pak nacha´z´ıme tlacˇ´ıtko save, po jehozˇ stisku se ulozˇ´ı pra´veˇ zpracova´vana´
data. Vedle tohoto tlacˇ´ıtka je volba intervalu v sekunda´ch a pol´ıcˇko auto save, po jeho
zasˇkrtnut´ı se ve zvolene´m intervalu ukla´daj´ı data na disk pocˇ´ıtacˇe. V za´vislosti na au-
tomaticke´m ukla´da´n´ı je mozˇno posouvat piezoelektricky´m aktua´torem opticky´ stolek po
zvolene´m kroku pol´ıcˇkem krokova´n´ı posuvu.
Po stisku tlacˇ´ıtka start jsou vola´ny funkce knihovny dll. Podle sche´matu na obra´zku
7.0.1 docha´z´ı ke spusˇteˇn´ı separa´tn´ıch vla´ken, operacˇn´ı syste´m si je rozlozˇ´ı tak, aby dosˇlo
k maxima´ln´ımu vyuzˇit´ı vy´pocˇetn´ıho vy´konu. Nejprve docha´z´ı ke spusˇteˇn´ı sn´ıma´n´ı ob-
razu, na´sleduje spusˇteˇn´ı rychle´ Fourierovy transformace, zpeˇtne´ Fourierovy transformace
a v posledn´ım cˇa´sti ke spusˇteˇn´ı vla´kna zobrazen´ı a zpracova´n´ı vy´sledk˚u. Prˇeda´va´n´ı pa-
rametr˚u je vyznacˇeno modry´mi sˇipkami, prˇesun dat je zobrazen sˇipkami cˇerveny´mi. Ve
vy´sledku se na monitoru pocˇ´ıtacˇe zobraz´ı mimo uzˇivatelske´ho rozhran´ı jesˇteˇ minima´lneˇ
dalˇs´ı dveˇ okna s rekonstruovanou obrazovou fa´z´ı a obrazovou amplitudou. Celkovy´ po-
hled na spusˇteˇny´ program mu˚zˇeme videˇt na obra´zku 7.0.3. V okneˇ fa´ze je b´ıly´m cˇtvercem
vyznacˇena oblast, na ktere´ chceme stabilizovat fa´zi, levy´m tlacˇ´ıtkem mysˇi mu˚zˇeme ob-
last libovolneˇ prˇesunout. Program umı´ prove´st detekci maxima´ln´ı amplitudy, resp. posu-
nout opticky´ stolek tak, aby v oblasti ohranicˇene´ b´ıly´m cˇtvercem v okneˇ amplitudy dosˇlo
k nalezen´ı extre´mn´ı hodnoty rekonstruovane´ amplitudy. Vy´beˇr oblasti se deˇje stejneˇ jako
u okna fa´ze levy´m tlacˇ´ıtkem mysˇi, spusˇteˇn´ı detekce se prova´d´ı pravy´m tlacˇ´ıtkem mysˇi,
po dosazˇen´ı maxima´ln´ı amplitudy program automaticky prˇecha´z´ı do rezˇimu stabilizace
opticke´ho stolku.
Velka´ cˇa´st parametr˚u programu je nacˇ´ıta´na z konfiguracˇn´ıho souboru winkamera.ini,
ktery´ je ulozˇen ve stejne´m adresa´rˇi jako zbytek programu. Neˇktere´ tyto parametry je
mozˇne´ meˇnit pomoc´ı uzˇivatelske´ho rozhran´ı, jine´ je zat´ım nutne´ zmeˇnit prˇ´ımo v konfi-
guracˇn´ım souboru.
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zpětná rychlá Fourierova transformace
zobrazení rekonstruované amplitudy 




Obra´zek 7.0.1: Struktura programu.
Obra´zek 7.0.2: Uzˇivatelske´ rozhran´ı programu.
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Prˇi meˇrˇen´ı jsem meˇl obcˇasne´ proble´my s upevneˇn´ım osveˇtlovac´ı soustavy. V soucˇasne´m
stavu je umı´steˇna oddeˇleneˇ, a proto prˇi kazˇde´m vyjmut´ı opticke´ho kabelu prˇ´ıpadneˇ prˇesunu
mikroskopu docha´z´ı k jej´ımu rozladeˇn´ı. V na´vrhu u´pravy tedy uva´d´ım zp˚usob, jak ji




Obra´zek 8.0.1: Drzˇa´k opticke´ soustavy (1 - obj´ımka pro vlozˇen´ı sta´vaj´ıc´ı optiky, 2 - nosna´
cˇa´st urcˇena´ k prˇiˇsroubova´n´ı k teˇlu mikroskopu).
Obra´zek 8.0.1 ukazuje 3D model uchycen´ı opticke´ soustavy k teˇlu mikroskopu. Cˇ´ıslem 1
je oznacˇena pruzˇna´ obj´ımka do ktere´ se vlozˇ´ı p˚uvodn´ı osveˇtlovac´ı optika. Po vlozˇen´ı se
sevrˇe ve vhodne´ poloze pomoc´ı sˇroubu.
Cˇ´ıslem 2 je oznacˇena cˇa´st urcˇena´ k upevneˇn´ı na za´kladn´ı desku mikroskopu. K tomu
u´cˇelu slouzˇ´ı cˇtyrˇi otvory pro sˇrouby M5. Poloha vzhledem k za´kladn´ı desce mikroskopu je
da´na osazen´ım. Na´cˇrt monta´zˇe je na obra´zku 8.0.2. S cˇa´st´ı 2 je pruzˇna´ obj´ımka spojena
pomoc´ı sˇroubu M6 a umozˇnˇuje pohyb obj´ımky v jednom smeˇru. Vy´kresy jednotlivy´ch
soucˇa´st´ı jsou v prˇ´ıloze.
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Obra´zek 8.0.2: Upnut´ı drzˇa´ku opticke´ soustavy k teˇlu mikroskopu (ZD - za´kladn´ı deska




V zada´n´ı diplomove´ pra´ce jsem meˇl zpracovat tyto u´koly:
• naprogramovat procedury pro ovla´da´n´ı piezoposuvu a pro komunikaci a prˇenos ob-
razu z digita´ln´ı kamery,
• urcˇit rea´lnou charakteristiku piezoposuvu,
• naprogramovat rˇ´ızen´ı piezoposuvu se zpeˇtnou vazbou odvozenou z obrazove´ fa´ze,
• prove´st nezbytne´ konstrukcˇn´ı u´pravy reflexn´ıho holograficke´ho mikroskopu.
V pr˚ubeˇhu plneˇn´ı diplomove´ pra´ce se mi povedlo u´speˇsˇneˇ dokoncˇit vsˇechny zadane´ u´koly.
V programovac´ım jazyku C jsem napsal procedury pro komunikaci a prˇenos obrazu
z digita´ln´ı kamery Astropix 1.4 a procedury pro komunikaci s rˇ´ıd´ıc´ı jednotkou piezoelek-
tricke´ho aktua´toru. Na za´kladeˇ teˇchto procedur jsem napsal program pro obsluhu RDHM,
ktery´ ze sn´ımku hologramu prova´d´ı zcela automaticky rekonstrukce komplexn´ı amplitudy.
Povedlo se dosa´hnout 9,5 rekonstrukc´ı komplexn´ı amplitudy za sekundu prˇi velikosti ob-
lasti rekonstruovane´ komplexn´ı amplitudy 400 px × 320 px. Komplexn´ı amplitudu lze
vyhodnotit a z´ıskat tak mapu vy´sˇek odpov´ıdaj´ıc´ı profilu zkoumane´ho vzorku v RDHM.
V pr˚ubeˇhu experiment˚u jsem nejprve pomoc´ı tohoto programu prova´deˇl meˇrˇen´ı za
u´cˇelem zjiˇsteˇn´ı, ktera´ mechanicka´ cˇa´st RDHM ma´ nejveˇtsˇ´ı vliv na stabilitu. Meˇrˇen´ı
proka´zala, zˇe pouze vy´meˇnou opticke´ho stolku za jednodusˇsˇ´ı se stabilita mikroskopu
vy´znamneˇ zlepsˇila. Nejveˇtsˇ´ı nestabilitu zp˚usobuje opticky´ stolek, ktery´ je znacˇneˇ citlivy´
na vibrace.
Zp˚usob rˇesˇen´ı byl ve vytvorˇen´ı zpeˇtne´ vazby mezi polohou opticke´ho stolku a piezoelek-
tricky´m aktua´torem. Navrhl jsem rˇesˇen´ı pomoc´ı numericke´ho PID regula´toru, ktery´ jsem
implementoval do programu. Na´sledneˇ jsem pomoc´ı neˇkolika meˇrˇen´ı PID regula´tor nasta-
vil, tak abych dosa´hl co mozˇna´ nejlepsˇ´ıch vy´sledk˚u. Na´sleduj´ıc´ı meˇrˇen´ı potvrdila dobrou
funkcˇnost tohoto usporˇa´da´n´ı. Meˇrˇen´ı jsem prova´deˇl nejprve na pomalejˇs´ım pocˇ´ıtacˇi s pro-
cesorem AMD R© AthlonTM 64 3200+, posledn´ı meˇrˇen´ı jsem provedl na nove´m pocˇ´ıtacˇi
s procesorem Intel R© CoreTM2 Quad 6600 a ve vy´sledku se pozitivneˇ projevil vysˇsˇ´ı vy´pocˇetn´ı
vy´kon pocˇ´ıtacˇe a t´ım take´ rychlejˇs´ı reakce na zmeˇnu polohy opticke´ho stolku. Ve vy´sledne´m
pr˚ubeˇhu rekonstruovane´ obrazove´ amplitudy jsem pozoroval skokove´ zmeˇny, ktere´ byly
d˚usledkem kol´ısaj´ıc´ı intenzity sveˇtelne´ho zdroje. U´pravou programu jsem dosa´hl neza´vislosti
rekonstruovane´ obrazove´ amplitudy na intenziteˇ zdroje sveˇtla. Vy´sledky posledn´ıho meˇrˇen´ı
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prokazuj´ı, zˇe 95% zmeˇrˇeny´ch hodnot v de´lce meˇrˇen´ı 12 h 21 minut bylo v intervalu
±0,77 nm od strˇedn´ı polohy opticke´ho stolku.
Provedl jsem take´ promeˇrˇen´ı za´vislosti prodlouzˇen´ı pouzˇite´ho piezoelektricke´ho aktua´to-
ru na prˇilozˇene´m napa´jec´ım napeˇt´ı, ktera´ je v dobre´ shodeˇ s katalogoveˇ uva´deˇnou.
V pr˚ubeˇhu meˇrˇen´ı se uka´zalo, zˇe osveˇtlovac´ı soustava oddeˇlena´ od za´kladn´ı desky
mikroskopu je nevy´hodou, ktera´ p˚usob´ı nutnost jej´ıho cˇaste´ho serˇizova´n´ı. Abychom tomu
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RDHM 2008-0 obj´ımka - sestava,
RDHM 2008-1 obj´ımka,
RDHM 2008-2 pomocna´ deska.
Prˇ´ıloha cˇ. 2
Datove´ CD s na´sleduj´ıc´ım obsahem:
• slozˇka Program IDE - zdrojove´ ko´dy programu IDE;
• slozˇka Model - 3D model uchycen´ı osveˇtlovac´ı soustavy vytvorˇeny´ v programu In-
ventor 11;
• slozˇka Vykresy - vy´kresova´ dokumentace vytvorˇena´ v programu AutoCAD 2007;
• slozˇka Podpurne programy - programy vyuzˇite´ v pr˚ubeˇhu meˇrˇen´ı
– cpx2pgm - prˇeva´d´ı forma´t souboru komplexn´ı amplitudy (*.cpx) na forma´t
obra´zku tiff;
– cpx2tex - zpracova´va´ nameˇrˇena´ data ze soubor˚u komplexn´ı amplitudy (*.cpx)
do textove´ho souboru (hodnoty jsou oddeˇleny strˇedn´ıkem);
– multimeter UT60G + zdroj - program urcˇeny´ na promeˇrˇen´ı linearity rˇ´ıd´ıc´ı
jednotky piezoelektricke´ho aktua´toru.
